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Introduction

Cette introduction a pour objectif de faire le panorama scientifique et historique desdifférents sujets qui seront abordés dans ce manuscrit de thèse. Elle fait aussi officed’entrée en matière pour les personnes non expertes qui liront ce manuscrit. Pour cesquelques lignes, je me permettrai donc quelques facilités et imprécisions scientifiques.
Les conditions qui ont permis à la vie de naître sur Terre suscitent encore de nom-breuses questions et sont à l’origine de débat scientifique passionnant. Néanmoins, lespremières traces de vie retrouvées remontent à 4 milliards d’années et correspondentà des microorganismes, des êtres invisibles à l’œil nu. Ces microorganismes colonisentla Terre depuis desmilliards d’années et représentent aujourd’hui la proportion d’êtresvivants la plus importante en termes de nombre et de diversité. Ils jouent un rôle cru-cial dans les écosystèmes, les cycles biogéochimiques et la santé de la planète commede la nôtre. En effet, ces microbes sont connus pour poser des problèmes de santépublique (épidémie, hygiène. . .), de contamination des plantes et des sols, ou encorede dégradation des matériaux. En contrepartie, ils peuvent aussi améliorer notre santé(les probiotiques par exemple), fertiliser les sols et épurer les eaux et être utile dansl’industrie et les biotechnologies (fermentation des fromages et des bières). Pourtant,la microbiologie, l’étude des microorganismes, reste une science relativement récente.Même s’il existe bien, dans l’Antiquité, certains savants et philosophes qui avaient déjàimaginé ces "animaux invisibles", marquant une compréhension primitive de la trans-mission des maladies infectieuses, il faudra attendre l’invention du microscope parLeeuwenhoek, au XVIIe siècle, pour qu’il fasse les premières observations d’animaculum,marquant la naissance de la microbiologie. La microbiologie du XVIIe au XXe siècle aamené de grandes découvertes et révolution scientifique, notamment en médecine.Nous pouvons citer les travaux de Louis Pasteur qui a prouvé, en 1877, que lesmaladiesinfectieuses étaient causées par des microorganismes (staphylocoque, pneumocoqueet streptocoque), ou encore d’Alexander Fleming qui découvrit, en 1928, la pénicilline,le premier agent antibiotique.
En s’éloignant quelque peu de la microbiologie, toujours entre le XVIIe et XXe siècle,les chimistes s’intéressent aux molécules du vivant. Autour des années 1800, Le Fran-çais Antoine Fourcroy va faire la première description de substances azotées dans lesorganismes vivants, qu’il appelait "substances animales". C’est ensuite, en 1835, que lechimiste néerlandais Gérardus Johannes Mulder découvre des chaînes de substanceazotées, qui seront introduites sous le terme de protéine par le chimiste suédois JönsJacob Berzelius en 1838. Le mot vient du grec proteios, qui signifie "de première im-portance", soulignant l’intérêt fondamentale de ces molécules composées de carbone,hydrogène, azote et oxygène, avec des proportions spécifiques, dans les organismesvivants. Enfin, en 1894, le chimiste allemand, Emil Fischer, démontra que les protéinessont composées d’acides aminés, unité de base des protéines, liés par des liaisons pep-tidiques. Il déterminera la composition et la structure de plusieurs d’entre eux. La findu XIXe siècle voit aussi la découverte d’une autre molécule du vivant, l’acide désoxy-ribonucléique, mieux connue sous l’acronyme ADN. C’est le biologiste suisse FriedrichMiescher qui découvre, en 1869, une substance riche en phosphore dans les cellulesdu pus, qu’il appelle "nucléine". Il faudra attendre près d’un demi-siècle (1929) pourque Phoebus Levene, biochimiste russe-américain, identifie les composants de base del’ADN : les nucléotides. Plus tard, en pleine Seconde Guerre mondiale, les chercheurs
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Oswald Avery, Colin MacLeod et Maclyn McCarty, confirment l’hypothèse de Miescher,enmontrent que l’ADN est la substance qui transfère les caractères héréditaires et quel’ADN est le support de l’information génétique. Pour terminer, les travaux de JamesWatson, Francis Crick et Rosalind Franklin, ont permis de décrire la structure de la mo-lécule d’ADN. Toutes ces découvertes ont ouvert la voie à de nombreuses autres danstous les domaines : médecine, agroalimentaire, biotechnologie, et sont le socle de lagénétique moderne.
Les développements technologiques de la seconde moitié du XXe siècle, et notam-ment l’apparition du séquençage et de l’informatique, amènent les chercheurs à créerune nouvelle discipline pour l’étude de la structure et de la composition des moléculesdu vivant : la bioinformatique. En 1955, Frederick Sanger séquencera la première pro-téine, l’insuline. Cette découverte, récompensée par un prix Nobel, a établi la base duséquençage. Peu de temps après, Margaret Dayhoff, une pionnière de la bioinforma-tique, développe l’un des premiers programmes informatiques pour analyser les sé-quences de protéines. Elle publiera d’ailleurs, en 1969, le premier atlas de séquencesprotéiques, jetant les bases de l’analyse des séquences biologiques. À partir de là, labioinformatique ne cessera d’évoluer avec les techniques de séquençage. En 1970, SaulNeedleman et Christian Wunsch introduisent un algorithme pour l’alignement globaldes séquences, qui est toujours utilisé aujourd’hui. En 1977, Sanger va à nouveau ré-volutionner le domaine de la biochimie en proposant une méthode de séquençage del’ADN qui portera son nom. Elle devient rapidement la méthode de référence en raisonde sa précision. Dans les années 80, la méthode s’automatise, devient plus rapide etprécise. On voit alors se développer les premières bases de données accessibles aupublic pour stocker des séquences génétiques et protéiques. En 1990, est lancé le Pro-jet du Génome Humain (HGP), un effort international visant à séquencer l’intégralité dugénomehumain. Ce projet catalyse de nombreux développements en bioinformatique,notamment dans la gestion et l’analyse des grandes quantités de données générées.Enfin, au début des années 2000, les technologies de séquençage sont de plus en plusperformantes et abordables, faisant entrer la bioinformatique dans l’âge du Big Data,la rendant essentielle dans de nombreux domaines d’étude en biologie.
La microbiologie et, pour ce qui va nous intéresser ici, l’étude de la génétique desmicroorganismes profitent de toutes ces nouvelles technologies pour développer cesconnaissances. Elle va aussi subir cette explosion de la quantité d’informations dispo-nibles dans les bases de données. C’est pourquoi, microbiologistes et bioinformaticienssont toujours à la recherche de nouvelles méthodes pour l’analyse de ces données.Alors que les programmes bioinformatiques s’attachaient à représenter et à étudierun génome en tant qu’une séquence indépendante des autres, un nouveau concept dereprésentation des génomes est apparu : le pangénome. Il permet de regrouper l’en-semble des génomes en une seule entité et donc de rendre une représentation globalede l’ensemble de l’information contenue dans les génomes. Le pangénome garantit unemeilleure représentation de la diversité des génomes, tout en étant plus adapté à l’ana-lyse de grandes quantités de données.
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C’est dans ce cadre que s’inscrit mon travail de thèse, articulé autour de trois objec-tifs principaux. Le premier visait à développer de nouvelles approches pour l’analysedes pangénomes, en particulier pour la recherche de contexte génomique et la prédic-tion de systèmes biologiques. Le deuxième objectif consistait à renforcer les outils depangénomique sur le plan technique, afin de faire face à l’augmentation exponentielledu nombre de génomes disponibles. Cela impliquait l’amélioration de PPanGGOLiN,un outil dédié à la construction et à l’analyse de graphes de pangénomes procaryotes.Enfin, le troisième objectif visait à ouvrir la voie à la comparaison directe entre pan-génomes, un domaine encore peu exploré, mais essentiel pour mieux comprendre ladiversité inter-espèces. Pour cela, j’ai mis au point de nouvelles méthodes, que j’ai in-tégrées dans un outil : PANORAMA, conçu pour analyser et comparer plusieurs pan-génomes. L’ensemble de ces travaux s’inscrit dans une démarche conforme aux prin-cipes FAIR et à l’open science, avec pour ambition de rendre ces outils accessibles àl’ensemble de la communauté des microbiologistes et bioinformaticiens.
Ce manuscrit sera divisé en plusieurs parties comme suit. Une première partie seraconsacrée à contextualiser et à rendre compte des problématiques auxquelles répondce travail de thèse. Dans cette partie, je donnerai la définition précise des termes quej’utiliserai et je reviendrai sur l’état de l’art en génomique comparée des procaryotes. Jepoursuivrai par une seconde partie sur les développements méthodologiques que j’aipu réaliser en pangénomique, notamment dans la suite logicielle PPanGGOLiN. La troi-sième partie sera consacrée au cœur de mon sujet de thèse, i.e., aux développementsde méthodes pour la comparaison de pangénomes. Enfin, je présenterai une nouvelleapproche utilisant les bases de données orientées graphe comme solution pour le sto-ckage et l’étude des pangénomes. Pour terminer, je présenterai une discussion critiquesur le travail réalisé pendant ces trois ans et demi. Je me dois également de rappeleraux lecteurs que la nature,mirabile dictu, se distingue par une diversité extraordinaire,et que certaines règles ou affirmations généralement vérifiées peuvent souffrir d’ex-ceptions.
Je vous souhaite bonne lecture de ce manuscrit, qui, je l’espère, fait preuve de toutela rigueur scientifique attendue et rend compte du travail réalisé pendant ces trois anset demi de manière authentique.
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CHAPITRE I PROCARYOTES : DE LA
BIOLOGIE CELLULAIRE À LA
GÉNOMIQUE MODERNE
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Ce chapitre marque le début du manuscrit et posera les bases conceptuelles et mé-thodologiques, biologiques et bioinformatiques essentielles à la compréhension destravaux menés dans le cadre de cette thèse. Il s’agit ici de contextualiser les enjeux dela génomique des procaryotes et de la pangénomique, tout en abordant les principauxconcepts et méthodes utilisés dans ce domaine.
Nous commencerons par un rapide retour sur ce qu’est un procaryote, un élémentclé pour définir les bornes et le contexte d’application de nos recherches. Cette partieest essentielle pour comprendre les spécificités de ces organismes et leurs impactssur les approchesméthodologiques adoptées. Cette introduction permettra égalementde les situer dans la classification du vivant, notamment en revenant sur la structurecellulaire et l’organisation du génome, tout en apportant les éléments pour discuter dela notion d’espèce procaryote.
Une fois ce cadre biologique posé, nous aborderons les bases de la génomique com-parée, en se focalisant sur l’application aux procaryotes. Ce moment sera l’occasion declarifier l’utilisation de simplifications ou de choix algorithmiques, souvent nécessairesen raison des caractéristiques propres à ces génomes. Ces éléments permettront demieux comprendre l’approche bioinformatique qui sous-tend la comparaison des gé-nomes, et ce, de la comparaison de séquences en allant jusqu’à l’approche par graphe,en passant par les modèles statistiques et les méthodes d’intelligence artificielle.
Le chapitre poursuivra en contextualisant la pangénomique, un domaine en pleineexpansion qui permet de saisir la diversité génétique des populations microbienneset qui est le centre des travaux de recherche ici réalisés. Nous mettrons en lumièrel’évolution des données biologiques, tant sur le plan quantitatif que qualitatif, et souli-gnerons les défis posés par la gestion et l’analyse de ces données, en particulier dansle cadre de leur représentation, pour conclure par la manière dont la pangénomique apu répondre à ces difficultés.
À la fin de ce chapitre, le lecteur aura tous les éléments théoriques et méthodolo-giques pour aborder les travaux de recherche développés, tout en disposant du cadredans lequel s’inscrit la thèse et des enjeux actuels de la génomique des procaryotes etde la pangénomique.
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1 - Caractérisation et classification des procaryotes : de
la cellule au génome

Caractériser et classer un organisme comprend deux approches complémentaires :la taxonomie, qui consiste à regrouper les individus en catégories appelées taxons, etla systématique, qui vise à reconstruire les relations évolutives entre ces individus. Cesdeux approches ont conduit à l’élaboration de classifications du vivant, dont l’une desplus largement adoptées est celle fondée sur trois grands domaines : Bactérie, Archéeet Eucaryote 1. Dans la suite, nous nous appuierons sur cette classification.

1.1 . La classification des microorganismes : des critères phénotypiques à la
biologie moléculaire

On regroupe dans le terme microorganisme tous les êtres vivants (organismes)de taille microscopique. Cette définition inclut des organismes très diversifiés apparte-nant aux trois domaines du vivant : les bactéries, les archées et des eucaryotes (commeles protozoaires, certaines algues et champignons microscopiques). Elle englobe éga-lement les virus, bien qu’ils ne soient pas considérés comme des organismes vivantsà proprement parler. Les premières classifications des microorganismes se sont ap-puyées sur des critères phénotypiques, i.e., des caractéristiques observables. Bien queces premières tentatives aient été limitées par la petite taille des organismes et les tech-nologies disponibles pour les observer et les analyser, elles ont permis de distinguerplusieurs grands groupes.
Pour commencer, certains microorganismes sont pluricellulaires, comme les cham-pignons du genre Penicillium, qui sont des eucaryotes, tandis que d’autres, tels que labactérie Escherichia coli 2, ne sont constitués que d’une seule cellule et sont qualifiésd’unicellulaires. Dans la suite, nous nous concentrerons exclusivement sur les orga-nismes unicellulaires 3. La première distinction majeure qui a été établie pour diviserle vivant en deux grands domaines repose sur la présence ou l’absence de noyau (fi-gure I.1.1). Le noyau est une structure interne de la cellule qui va contenir l’ensemble dumatériel génétique. Les organismes (unicellulaires ou non) qui ont un noyau sont qua-lifiés d’eucaryotes. Pour ceux dont le matériel génétique est librement dispersé dans lecytoplasme, ils sont catégorisés comme appartenant aux procaryotes, qui regroupentles domaines Bactérie et Archée 4. Ce sont ces derniers qui vont nous intéresser.

1. Les virus ne sont pas inclus dans cette classification, leur statut d’êtres vivants restant controversé.2. Bactérie modèle présente dans l’intestin humain, où elle peut être inoffensive, bénéfique ou pa-thogène.3. Certains procaryotes montrent des formes primitives de coopération et de différenciation cellu-laire, évoquant une multicellularité, mais leurs cellules restent fonctionnellement indépendantes (Wil-piszeski et al., 2019).4. Une ancienne classification, proposé par le biologiste français Édouard Chatton, divisait les orga-nismes en 2 empires Eucaryote et Procaryote. L’empire Procaryote est aujourd’hui divisé en 2 domainesBactérie et Archée.
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Figure I.1.1 – Schéma représentant une cellule eucaryote (à gauche) et une cellule procaryote (à
droite). La cellule eucaryote est identifiable par un noyau entouré d’une membrane, ainsi que par laprésence demitochondries, de petits organites responsables de fournir de l’énergie chimique à la cellule.En revanche, dans la cellule procaryote, le matériel génétique (nucléoïde) est librement dispersé dansle cytoplasme, sans être isolé par une membrane. Extrait et adapté de Wikipédia https://commons.
wikimedia.org/wiki/File:Celltypes.svg Crédit image : Creative Commons.

Le développement de la biologie moléculaire a permis d’affiner et de corriger lesclassifications précédentes en analysant la physiologie et la biochimie des cellules pro-caryotes, ainsi que les séquences d’ADN des génomes. C’est notamment en étudiantles gènes codant l’ARN 16S que Carl Woese mit en évidence en 1977 que l’ensemble desprocaryotes ne formait pas un groupe monophylétique, mais qu’ils étaient séparés endeux domaines, Bactérie et Archée (Woese et Fox, 1977). Longtemps considéré commedes bactéries extrémophiles, il est aujourd’hui clair que les archées représentent undomaine à part entière avec toute sa singularité, comme la composition de leur mem-brane par exemple (Albers et Meyer, 2011). Malgré toute la fascination que nous pou-vons avoir pour les archées, et que toutes les méthodes qui seront présentées peuvents’appliquer aux espèces Archée, nous ne présenterons que très peu de résultats lesconcernant. C’est pourquoi dans la suite, même si nous parlerons de procaryote, nousconsidérerons plutôt les bactéries avec un prolongement possible aux archées.

1.2 . Taxonomie des procaryotes : un problème non résolu?

La classification et la définition d’espèce procaryote ne fait pas consensus dans lacommunauté des microbiologistes (Chun et Rainey, 2014; Adl et al., 2019). Toutefois, lesméthodes de classification se basent sur le principe de caractères partagés entre lesindividus (Aldhebiani, 2018). Ces caractères peuvent être soit phénétiques, i.e., reposantsur la similarité d’un trait, sans s’intéresser au lien évolutif qui pourrait les relier, soitphylogénétiques, i.e., reposant sur l’hérédité du caractère indépendamment de son étatactuel.
Les premières tentatives de classificationdes bactéries reposaient sur des approchesphénétiques, utilisant des critères basés sur les caractéristiques observables de ces or-ganismes : morphologie, physiologie et biochimie. D’un point de vue morphologique,les microbiologistes examinaient des paramètres tels que la taille des cellules, leurmode de croissance et leur capacité à former des agrégats spécifiques (figure I.1.2).La présence ou l’absence de structures spécialisées, telles que les flagelles, était éga-lement un critère de différenciation. Les caractéristiques physiologiques permettaient,quant à elles, de classer les bactéries selon leur mode de vie, leur métabolisme (ana-
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bolisme et catabolisme) et leurs réponses aux conditions environnementales. L’étudede la composition cellulaire offrait par ailleurs de nouveaux outils pour affiner ces clas-sifications sur le plan biochimique. Par exemple, la coloration de Gram, méthode em-blématique, permet de différencier les bactéries en deux grands groupes : les Gram-positives, caractérisées par une paroi épaisse de peptidoglycane, et les Gram-négatives,qui présentent une paroi plus fine associée à unemembrane externe lipidique. Selon lecontexte d’étude, d’autres critères peuvent être intégrés. Dans le domaine médical, lapathogénicité (capacité à induire une maladie) et le sérogroupage (basé sur la compo-sition antigénique de la capsule bactérienne) sont particulièrement utilisés pour iden-tifier et classifier les bactéries d’intérêt clinique.

Figure I.1.2 – Diversité morphologique des cellules procaryotes et leur arrangement. Par MarianaRuiz Villarreal https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=9908634
L’ADN et ses propriétés biochimiques ont également été utilisés en tant que critèrephénétique. Dans ces propriétés, il y a d’abord le pourcentage de guanine-cytosine (GC)qui permet de différencier 2 souches appartenant à 2 genres différents si leur tauxde GC respectif diffère de plus de 10 %, mais il faut noter qu’une composition en GCproche n’implique pas forcément que les souches soient proches (Schleifer, 2009). Uneapproche visant à définir formellement une espèce procaryote a été adoptée en 1987par un comité d’experts (Moore et al., 1987). Il propose que des souches appartiennentà une même espèce si leur ADN s’hybride 5 à plus de 70 % et que le ∆Tm

6 diffère de 5degrés ou moins.
Toutes ces approches permettent de classer les procaryotes en taxon et sont tou-jours d’actualité 7. Avec l’arrivée de la génomique, du séquençage de génomes et de labioinformatique, ces classifications intègrent des critères génomiques.
5. Appariement de 2 brins d’ADN par complémentarité des bases6. température à laquelle la moitié de l’ADN est dénaturés7. On les retrouve notamment dans des ouvrages comme le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriologyqui référence toutes les espèces connues et leur caractéristique.
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1.3 . Espèce procaryote : génomique et phylogénie peuvent-elles trancher?

Les approches phénétiques présentées précédemment ont l’intérêt de s’appliquerau laboratoire et donc de regrouper et d’identifier les souches directement. Néanmoins,elles restent relativement approximatives et sont parfois coûteuses (en temps et enmoyens). De plus, elles ne peuvent s’appliquer qu’aux souches que l’on peut cultiver etanalyser en laboratoire, ce qui empêche leur utilisation sur les espèces qui vivent dansdes conditions non reproductibles, i.e., que les souches ne peuvent pas être cultivéesou isolées, en laboratoire. Enfin, même si elles répondent aux problèmes de la taxo-nomie, et donc de ranger les bactéries dans des taxons, elles ne répondent pas à laquestion du lien entre les différents taxons et comment représenter ce lien, i.e., à laquestion de la systématique.
Le développement des techniques de séquençage d’ADN, initié par F. Sanger en1977 et sa méthode éponyme (Sanger et al., 1977), a permis de séquencer les premiersgénomes 8. Ainsi, le premier génome complet procaryote (aussi le premier génomecomplet d’un organisme cellulaire), celui de la bactérie Haemophilus influenzae 9, estséquencé en 1995 (Fleischmann et al., 1995). Dans les années qui suivent, de plus enplus de génomes sont séquencés (cf. section 3.3). Cette nouvelle source d’information,amène le développement de méthodes basées sur les gènes et les génomes pour clas-ser les organismes. Une de ces méthodes, qui reste encore largement utilisée en rou-tine aujourd’hui, compare les souches à partir d’un gène marqueur qui reflète à la foisla similarité entre les souches, permettant leur regroupement, et les événements ditsde spéciation ayant conduit à leur séparation en espèces distinctes. On va privilégierl’utilisation de gènes hautement exprimés qui assurent une fonction essentielle à la viede l’organisme : les gènes de ménage (house-keeping genes). Le gène codant l’ARNr 16Sa été largement utilisé en tant quemarqueur depuis les années 1970 pour des analysesphylogénétiques (Balch et al., 1977; Stackebrandt et al., 1983), il a la particularité d’êtreprésent chez tous les procaryotes. Avec l’amélioration des méthodes et des techno-logies, ainsi que l’augmentation du nombre de génomes disponibles, de plus en plusd’analyses utilisent des arbres à différents niveaux taxonomiques (Ludwig et al., 1990;Chun et Goodfellow, 1995; Lee et al., 2000; Imhoff, 2003). En 2007, un arbre du vivant detoutes les espèces a été reconstruit à partir d’un arbre d’ADNr 16S comprenant toutesles souches types séquencées d’espèces de bactéries et d’archées publiées jusqu’à lafin de l’année 2007 (Yarza et al., 2008). En allant encore plus loin, des analyses multilo-

cus sequence analysisMLSA ont été proposées (Stinear et al., 2000; Kuhnert et Korczak,2006; Pascual et al., 2010; Glaeser et Kämpfer, 2015). Ces analyses prennent en compteplusieurs gènes marqueurs pour réaliser la taxonomie. L’utilisation de plusieurs gènesaugmente le niveau d’information et réduit les biais. Toutefois, il n’y a pas de recom-mandation universelle pour réaliser l’analyse et chaque MLSA est réalisé en fonctiondes souches de départ. La sélection des gènes et leur nombre sont des paramètresqui ont un impact encore peu évalué sur la taxonomie. Il en va de même pour la tailledes fragments considérés pour chaque gène, qui ne représente qu’une partie de laséquence du gène. Enfin, expérimentalement, il est souvent difficile, voire impossible,de concevoir des amorces facilitant l’amplification des gènes dans toutes les souchesconsidérées. Malgré ces critiques, l’utilisation de gènes marqueurs est encore aujour-d’hui utilisée, mais est peu à peu remplacée par des méthodes considérant l’ensembledu génome.
8. le premier génome séquencé est celui du virus de bactérie MS2 (Fiers et al., 1976)9. Bactérie pathogène, responsable de maladie respiratoire ou de méningites et bactériémie.
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Au début des années 2000, avec les nombreux projets autour du séquençage etde l’analyse des génomes, comme le projet génome humain (Lander et al., 2001), lestechnologies de séquençage sont de plus en plus précises et de moins en moins coû-teuses, amenant la génomique dans l’ère "moderne" : une augmentation exponentielledu nombre de séquences et des séquences plus longues et de meilleure qualité (Hu-genholtz et al., 2021; Hu et al., 2021). Cette avancée est notamment due à l’émergence destechnologies de séquençage de nouvelle génération (Next-Generation Sequencing en an-glais, NGS), qui permettent le séquençage massif en parallèle d’ADN à grande échelle,mais aussi d’obtenir des séquences plus longues. Avec ces nouvelles séquences, il estpossible d’obtenir des génomes complets (Whole Genome Sequencing -WGS) et de lesanalyser. Il est alors possible de considérer le génome complet dans les approchesd’assignation taxonomique d’organismes. Une de ces approches est l’Average Nucleo-
tide Identity (ANI), qui rend compte de la similarité (cf section 3.1) entre 2 séquencesnucléotidiques. Le score d’ANI va d’ailleurs remplacer celui de l’hybridation, où un ANIinférieur à 95 % permet de différencier les espèces à la place d’une hybridation à 70 %(Goris et al., 2007). Plus récemment, le seuil de 95 % a été confirmé par les auteurs deFastANI (Jain et al., 2018), utilisant plus de 90 000 génomes. Ils ont montré l’existenced’un gap, espace où l’ANI diminue fortement avant 95 % (figure I.1.3).

Figure I.1.3 – Variation du score d’ANI au niveau de l’espèce. (A-B) Les histogrammes sont baséssur des comparaisons par paire effectuées avec FastANI. (A) Le Score d’ANI représenté au niveau del’espèce se base sur les données de Jain et al. On y retrouve un gap entre 84 et 95 % d’ANI. (B) Score d’ANIreprésenté au niveau intra-espèce sur les données de Rodrigues-R et al. On retrouve un gap entre 99,2et 99,8 % d’ANI. (C-D) Score d’ANI au niveau du groupe Escherichia coli. Le nombre de génomes utilisésest le suivant : E. coli : 2815 ; Salmonella enterica : 1351 ; Escherichia fergusonii : 57 ; Escherichia albertii : 70 ;et Shigella flexneri : 93 (tous les génomes complets disponibles au NCBI en juillet 2023). (C) Comparaisonde l’ANI entre E.Coli et d’autres espèces. Le seuil de 95 % délimitant l’espèce est retrouvé. Un gap à 97 %existe entre E.coli et Shigella flexneri (une espèce d’E.Coli particulière pour ces propriétés infectieuse). (D)Analyse de l’ANI au sein des génomes de E.Coli. L’écart d’ANI de 99,5 % est aussi prononcé, par rapportaux barres adjacentes, que l’écart d’ANI de 98 %-97 % qui correspond à l’écart entre les phylogroupes d’E.
coli, un groupe distinct et bien reconnu au sein d’E. coli. Figures et légende adaptées de (Konstantinidis,2023)
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En parallèle, de nouvelles techniques de séquençage émergent, pour permettre deséquencer l’ADN d’échantillons environnementaux (figure I.1.4.A). En 1998, Handelsman
et al. (Handelsman et al., 1998) proposent une méthode pour séquencer l’ADN des bac-téries du sol, sans avoir à cultiver les cellules, comme c’est le cas des méthodes précé-dentes. Pour cela, les bactéries sont isolées et leur ADN extrait, puis des enzymes derestriction permettent de récupérer des régions génomiques d’intérêt, qui seront am-plifiées par PCR. Ces régions vont contenir des gènes marqueurs pour l’identificationdes organismes. Dans leur article, ils désignent ce séquençage direct d’ADN d’unmilieupar le termemétagénomique.

Avec le développement des NGS, des projets d’étude métagénomique à grandeéchelle voient le jour, comme le projet Tara Oceans par exemple (Karsenti et al., 2011).Les nouvelles techniques de séquençage permettent d’obtenir l’intégralité de l’ADN del’environnement. Dans ce cadre, deux approches complémentaires ont émergé pourreconstituer des génomes complets à partir de donnéesmétagénomiques (Chang et al.,2024) : lesMetagenome-AssembledGenomes (MAGs) et les Single-AmplifiedGenomes (SAGs).Les MAGs (figure I.1.4.B) sont reconstruits en assemblant des fragments d’ADN issus deséquençage métagénomique en génomes cohérents, sans nécessiter l’isolement descellules. Les SAGs, quant à eux, sont obtenus en isolant et en amplifiant le génomed’une seule cellule avant séquençage, permettant une meilleure résolution pour lesorganismes rares ou difficiles à assembler par approche métagénomique classique.
Lamétagénomiquepermet donc d’obtenir unepart importante de gènes jusqu’alorsinconnus (Bickhart et al., 2022; Rinke et al., 2013). Elle présente un intérêt en médecine,en agriculture, en écologie, mais aussi en phylogénie. Ces méthodes ont considérable-ment enrichi notre compréhension de la diversité microbienne, en révélant de nom-breuses lignées jusqu’alors inconnues et en affinant les classifications existantes (Hug

et al., 2016).
Pourtant, la communauté n’est toujours pas arrivée à un consensus sur la classifi-cation des procaryotes en espèces et même sur l’existence d’espèces procaryotes. Onpeut d’abord critiquer l’approche et les résultats des études utilisant l’ANI, qui se li-mitent aux génomes de bonne qualité et complets, ce qui de facto limite le nombre degénomes et d’espèces potentielles pris en compte, tout en augmentant la redondanceet limitant la diversité et la variabilité. De plus, la démarche apporte le biais d’utiliserune taxonomie déjà existante. Il faut aussi considérer que la dynamique évolutive desprocaryotes, que nous détaillerons dans le chapitre suivant (section 2.2), n’est pas li-néaire et héréditaire, mais que les procaryotes sont capables de recevoir et d’échangerde l’ADN. C’est pourquoi des auteurs soutiennent une définition plus écologique del’espèce procaryote (Luo et al., 2011), intégrant ces échanges qui agissent sur la valeursélective 10 (fitness en anglais), des organismes dans leur environnement. Récemment,l’équipe Phil Hugenholtz a proposé une classification normalisée des espèces proca-ryotes, basée uniquement sur des critères génomiques (cf. section 3.3), disponible dansla base de données GTDB (Parks et al., 2018).
On peut donc convenir qu’il n’est pas encore communément admis de parler d’es-pèce procaryote. Il existe toutefois des caractéristiques communes et spécifiques auxprocaryotes ainsi que des traits propres à chaque taxon. De nombreuses méthodeset démarches scientifiques parviennent à construire une phylogénie des procaryotes,mais celle-ci doit être replacée dans son contexte d’étude pour prendre sens. Notam-ment dans les travaux de recherche que j’ai réalisés, où il était nécessaire de se baser

10. la capacité d’un individu à survivre et à transmettre son patrimoine génétique
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Figure I.1.4 – Représentation schématique des différentes approches utilisées en métagéno-
mique. (A) Comparaison des étapes de génération des données de séquençage pour les méthodesculture-dépendante et culture-indépendante (métagénomique). (B) Comparaison entre les approchesbasées sur l’assemblage et celles basées sur une référence pour l’analyse des données de séquençagemétagénomique. Extrait de (Yang et al., 2021)

sur une classification des génomes en espèces. Dans le contexte de nos travaux, la si-milarité des séquences l’emporte comme critère de classification, nous utiliserons doncdes génomes provenant de bases de données utilisant des critères comme l’ANI ou desgènes marqueurs pour construire des pangénomes.

1.4 . Systématique : l’homologie et ses déclinaisons

Pour retracer l’évolution des organismes et représenter leur lien, une première ap-proche intuitive est de rechercher une origine commune entre les gènes, appelée gèneancestral. Si un tel gène existe, on dit que les gènes issus de ce gène ancestral sonthomologues. Dans un second temps, il convient d’étudier les évènements évolutifs quiont conduit à la séparation des gènes pour préciser le type d’homologie (figure I.1.5).Le premier évènement est un évènement dit de spéciation et conduit à l’émergenced’une espèce. Dans ce cas, si les gènes sont uniquement séparés par des spéciations,on dit qu’ils sont orthologues. Le second évènement est une duplication des gènes surle même génome (cf. sous-sous-section 2.2.1.2). Les gènes sont alors dits paralogues etvont évoluer de façon indépendante dans le génome. Un autre évènement évolutif, fré-quent chez les procaryotes, est celui du transfert horizontal, i.e., l’échange de matérielgénétique entre organismes (cf. sous-section 2.2.2). Lorsque des gènes sont transféréshorizontalement, ils sont dits xenologues.
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Figure I.1.5 – Schéma représentatif des différents types d’homologie. Figure extraite et adaptée de
https://en.m.wikipedia.org/wiki/Sequence_homology sous licence Creative Common

Toutes ces notions sont essentielles pour poser des hypothèses de travail qui serontutilisées dans les analyses de génomique comparée (Koonin, 2005; Stamboulian et al.,2020). Une de ces hypothèses que nous utiliserons dans nos analyses est celle quedes gènes homologues vont coder pour des fonctions similaires 11. Plus précisément,on suppose que des gènes orthologues vont coder pour une même fonction et vontdonc faire également partie du même processus. Les gènes paralogues peuvent avoirdes fonctions différentes, mais qui restent proches, par exemple pour des enzymes, lesubstrat va changer, mais la réaction rendra un produit chimiquement proche (Mirnyet Gelfand, 2002).

11. N.B : 2 gènes codant pour la même fonction ne sont pas nécessairement homologues. Il existe descas de convergence évolutive, i.e., une fonction similaire sans origine commune. Il est aussi possible quedes séquences courtes ou peu complexe semble homologue, mais cette apparente homologie serait liéeau hasard.
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2 - Génomique des procaryotes : organisation, évolution
et fonctions

Les génomes procaryotes sont souvent décrits comme plus simples et plus facilesà étudier que les génomes eucaryotes. La simplicité apparente de ces génomes cacheen réalité des mécanismes complexes. Dans cette partie, je décrirai les mécanismes lesplus connus et les plus répandus.

2.1 . Structure et organisation des génomes procaryotes

2.1.1 . Composants du génome : séquences codantes et non codantes

Le génome se divise en 2 catégories : les séquences codantes, représentant la ma-jorité du génome (entre 85 et 90 %), et les séquences non codantes. Les séquences co-dantes sont divisées en unités appelées gènes. Les gènes jouent un rôle essentiel puis-qu’ils contiennent l’information nécessaire à la production des protéines, impliquéesdans toutes les réactions cellulaires. Ils renferment également les séquences pour pro-duire des ARN ribosomiques (ARNr) et des ARN de transfert (ARNt), indispensables à laproduction des protéines (cf. sous-section 2.3.1).
Dans le génome, les gènes ne sont pas répartis aléatoirement. Ceux qui sont impli-qués dans un même processus biologique sont souvent regroupés dans un contextegénomique. La conservation de l’ordre des gènes, appelée aussi synténie, peut varierentre les génomes, mais les gènes restent dans le même contexte (Lathe et al., 2000),on parle alors de contexte conservé ou de synténie conservée. De plus, la position desgènes par rapport à l’origine de réplication (Ori : région où commence la réplication del’ADN) a aussi son importance. Il a été montré que chez les bactéries avec un fort tauxde division, les gènes ayant un rôle essentiel sont plus proches de l’Ori afin d’être plusfortement exprimés (Sharp et al., 1989; Vieira-Silva et Rocha, 2010).
Pour finir, les gènes peuvent être classés selon l’importance de leur fonction pour lasurvie de la cellule. Les gènes indispensables au cycle de vie d’une cellule, par exemplela réplication de l’ADN, la transcription, ou la traduction, sont dits "essentiels" et sedistinguent des gènes "accessoires", qui codent pour des fonctions d’adaptation à desconditions particulières, comme la résistance aux antibiotiques, la défense contre lesvirus ou des réactions métaboliques spécifiques à une condition environnementale.
L’ADN non codant constitue une part tout de même non négligeable du génome etselon l’adage "la nature a horreur du vide" 1. Il n’est donc pas inutile et renferme desfonctions essentielles à la vie de la cellule, comme les microARN et les ARN interférents(miARN et siARN). Ces ARN sont aujourd’hui considérés comme des acteurs clés dans larégulation des fonctions biologiques (Backofen et al., 2014; Watkins et Arya, 2019), maisaussi dans d’autres processus comme le système immunitaire (Bobadilla Ugarte et al.,2023).
1. Citation d’Aristote qui, répondant à Démocrite, rejetait l’idée du vide dans l’univers. On sait aujour-d’hui que Démocrite avait raison, mais dans le cas des génomes procaryote, l’idée fonctionne.
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Figure I.2.1 – Représentation des gènes et de leurs produits : protéines et ARN. Un gène est d’abordtranscrit en ARN. Si l’ARN transcrit est dit messager (ARNm), il sera ensuite traduit en protéine, sinonl’ARN produit (ARNt ou ARNr) aura un rôle spécifique dans des processus cellulaires. Copié de RNBio,Sorbonne université. https://rnbio.sorbonne-universite.fr/genetique_genotype1

L’ADN non codant n’a pas uniquement le rôle de contenir les séquences transcritesen ARN, il contient aussi d’autres éléments régulateurs de l’expression des gènes conte-nus dans l’espace intergénique (cf. sous-section 2.3.1). On retrouve aussi dans l’ADNnoncodant des séquences répétées, en bordure des séquences d’insertion (IS) (qui se dé-placent dans le génome), ou dans les séquences CRISPR (Régions composées de répé-titions palindromiques, régulièrement séparées par des séquences appelées spacers,impliquées dans le système immunitaire adaptatif des bactéries) (Jansen et al., 2002;Bolotin et al., 2005). Il existe tout de même une partie d’ADN non codant qui n’a aucunrôle, ces séquences peuvent faire partie de l’espace intergénique, ou être des vestigesd’anciens gènes qui, au cours de l’évolution, ont perdu leur fonction (cf. section 2.2).Pour terminer, c’est aussi dans le non codant que l’on va retrouver des éléments es-sentiels dans la réplication et l’évolution des génomes procaryotes, comme l’origine deréplication (Ori).
2.1.2 . Réplicons et mécanismes de réplication dans les génomes procaryotes

Le terme réplicon désigne l’ensemble des molécules d’ADN capables de se répli-quer de façon autonome. Un réplicon contient ainsi tous les éléments nécessaires àl’exécution et à la régulation de la réplication. Une cellule va contenir au moins un ré-plicon, mais elle en contient souvent plus. Les réplicons sont souvent circulaires, maisils peuvent aussi être linéaires.
La forme de réplicon qui est toujours présente dans la cellule est le chromosome.Le chromosome, souvent circulaire et replié, constitue le plus grand réplicon en termesde paires de bases 2. Une cellule peut contenir plusieurs chromosomes, dans ce cas,le plus grand sera considéré comme le chromosome principal et les autres commesecondaires. Par exemple, chez Rhodobacter sphaeroides 3 et Vibrio cholerae 4, un secondchromosome a été identifié (Suwanto et Kaplan, 1989; Trucksis et al., 1998).

2. La taille d’une séquence ou d’un génome se mesure en bases (b) ou paires de bases (pb).3. Bactérie présente dans les lacs profonds et les eaux stagnants. Capable de réaliser la photosyn-thèse et avec un métabolisme versatile, elle est largement utilisée en biotechnologie4. Bactérie à l’origine du choléra, présente dans l’eau et transmissible entre humains, notamment viala transpiration.
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Une seconde forme de réplicon, connue pour son rôle dans l’évolution (voir sous-section 2.2.2), est le plasmide (Lederberg et Tatum, 1946; Lederberg et Tatum, 1953).Les plasmides sont souvent circulaires et de petite taille (par rapport au chromosome).Bien que certains plasmides puissent coder leurs propres protéines de réplication, etdonc répondent à la définition de réplicon, ils peuvent dépendre de la machinerie dela cellule pour se répliquer. Quoi qu’il en soit, la réplication est indépendante du chro-mosome, ce qui leur permet d’être présents sous un grand nombre de copies. L’originede réplication des plasmides diffère de celle des chromosomes. Elles sont générale-ment plus courtes et spécifiques, tandis que celle du chromosome est plus complexeet conservée. Par ailleurs, les plasmides peuvent accumuler de nouvelles séquences etaugmenter en taille, prenant alors la forme de mégaplasmides (figure I.2.2).
Chez la majorité des procaryotes, le chromosome contient les gènes essentiels, tan-dis que les plasmides portent des gènes accessoires. Cependant, certaines formes deréplicons oscillent entre chromosome et plasmide, que ce soit en termes de taille ou decontenu en gène. Le chromide (Harrison et al., 2010) est une de ces formes. Sa taille estintermédiaire entre un plasmide et un chromosome principal, et il peut contenir desgènes essentiels à la cellule. Ces gènes présentent une proximité phylogénétique avecles espèces du même genre, contrairement à ceux du chromosome principal, qui sontconservés au-delà du genre. En revanche, en termes de mécanismes de réplication etde séquences Ori, les chromides utilisent des systèmes de type plasmidique.
L’usage des termes chromosome secondaire, chromide et mégaplasmide demeureactuellement peu standardisé dans la littérature (Hall et al., 2021). Plusieurs critères per-mettent néanmoins de les distinguer. Le premier repose sur le contenu génétique : lesmégaplasmides n’abritent pas de gènes essentiels, contrairement aux chromosomessecondaires et aux chromides. Le second critère est la composition en nucléotides, quiest plus proche de celle du chromosome principal pour les chromides et les chromo-somes secondaires. Enfin, leur origine évolutive les différencie : le chromosome secon-daire résulte de la scission d’un chromosome ancestral en un chromosome principal etun secondaire, tandis que le chromide dérive d’un ancien mégaplasmide ayant perdusa capacité de mobilité (voir sous-section 2.2.2) et qui a intégré des gènes essentiels (fi-gure I.2.2). Les chromides auraient donc plutôt un rôle de réservoir de gènes d’intérêtet d’adaptation améliorant la fitness des organismes. Cette vision vertueuse de l’accu-mulation de gènes s’oppose directement à la vision plus ancienne des plasmides nonmobilisables décrits comme parasitant la cellule (Levin, 1993; Lili et al., 2007).

Figure I.2.2 – Schéma simplifié de l’évolution d’un plasmide enmegaplasmide et demegaplasmide
à chromide. Figure extraite de (Hall et al., 2021)
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Le génome procaryote correspond à l’ensemble des réplicons présents dans la cel-lule. La taille des génomes est comprise entre quelques centaines de milliers de basesà plusieurs millions de bases pour certains génomes 5 (figure I.2.3). Cette relative petitetaille est optimisée par la structure des génomes et la proportion de séquence codante.Elle est aussi liée au mode de vie : les organismes endosymbiotiques ou pathogènesobligatoires, fortement dépendants de leur hôte, ont souvent un génome réduit en rai-son de la perte de gènes non essentiels. À l’inverse, les bactéries à vie libre possèdentgénéralement un génome plus large, leur permettant une plus grande autonomie mé-tabolique et une meilleure adaptation aux variations environnementales.

Figure I.2.3 – Distribution de la taille des génomes (en base) par classe chez les procaryotes. Lesdonnées utilisées proviennent de RefSeq version 28 janvier 2025.

5. Un génome procaryote est compris entre 100 kb et 15 Mb. Pour comparaison, le génome humainmesure environs 3 Gb.
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2.2 . Dynamique évolutive des génomes

La dynamique évolutive des procaryotes est caractérisée par des processus conti-nus de gain, perte et modification de gènes (figure I.2.4). La taille des génomes étantrestreinte, la perte de gènes peut optimiser le génome en éliminant les séquences re-dondantes ou non essentielles, favorisant ainsi une efficacité accrue dans des environ-nements spécifiques. Lesmodifications génétiques, quant à elles, jouent un rôle crucialdans l’adaptation fine des procaryotes face aux pressions sélectives variées. L’acquisi-tion de nouveaux gènes introduit une diversité génétique, pouvant conférer des traitsavantageux, tels que la résistance aux antibiotiques ou la capacité à métaboliser denouvelles sources de nutriments.

Figure I.2.4 – Schéma résumant la dynamique évolutive des génomes procaryotes. Source LABGeM
Les gènes doivent ensuite être transmis dans la population. Les transferts ver-

ticaux permettent de transférer les gènes de génération en génération, assurent lacontinuité et la stabilité des traits essentiels. Les transferts horizontaux permettentl’échange de gènes entre les organismes, favorisant une diversification rapide des gé-nomes, qui peut radicalement transformer les capacités adaptatives des lignées pro-caryotes. Cette dynamique complexe façonne la biodiversité procaryote et témoignede la capacité évolutive exceptionnelle de ces organismes à coloniser une multituded’écosystèmes.
2.2.1 . Mécanismes d’évolution par transfert vertical

Les mécanismes d’évolution par héritage regroupent les processus menant à unemodification du génome entre la cellule mère et la cellule fille. Théoriquement, lors dela division cellulaire, la cellulemère se divise en 2 cellules filles possédant exactement lamême information génétique qu’elle. Pourtant,malgré un ensemble demécanismes deprotection et de correction de l’ADN, le génome peut différer entre les cellules mère etfille. Ce sont ces "erreurs" qui vont nous intéresser, car ce sont elles qui sont à l’originede l’innovation et de la diversité génétique.
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2.2.1.1 . Impact des mutations génétiques : SNPs, Indels et pseudogènes

a. Single Nucleotid Polymorphism

Un Single Nucleotide Polymorphism (SNP) correspond à une modification de la sé-quence induite par la mutation d’un nucléotide en un autre. Étant donné que le codegénétique est dégénéré 6, la mutation peut ne pas avoir d’impact sur la séquence dela protéine, on dit alors que la mutation est silencieuse ou même sens. Si la modifica-tion entraîne un changement d’acide aminé dans la séquence protéique, on parle demutation faux-sens. Enfin, une mutation est qualifiée de non-sens lorsqu’elle introduitprématurément un codon STOP, interrompant ainsi la traduction et conduisant à uneperte de fonction de la protéine. Une telle mutation peut également affecter un sitefonctionnel clé (comme un site actif), compromettant l’activité de la protéine. Lorsquel’introduction d’un codon STOP précoce rend un gène non fonctionnel, ce dernier de-vient un pseudogène, un vestige génomique dépourvu de rôle biologique actif, un phé-nomène appelé pseudogénisation.
Sur la figure I.2.5, la première mutation implique un changement de glutamine enhistidine, des acides aminés aux propriétés de polarité et de charge différentes. Il s’agitdonc d’une mutation faux-sens, qui aura probablement un impact significatif sur lastructure de la protéine. En revanche, les deux autres SNPs ne modifient pas l’acideaminé codé, ils sont donc silencieux.

Figure I.2.5 – SNP et InDels entre deux génomes. On suppose que le premier codon commence parle premier nucléotide. Figure extraite et adaptée de (Qi et al., 2014)

b. Indels : insertion, délétion et pseudogènes

Un indel correspond à l’insertion (In) ou la délétion (del) 7 d’un ou plusieurs nucléo-tides dans la séquence d’un gène. Lorsque la taille de l’indel est un multiple de 3 (in-sertion ou délétion d’un codon), la séquence protéique peut soit être allongée, soit rac-courcie d’un acide aminé, soit coupée de façon précoce si le codon est un codon STOP.
Si la taille de l’indel n’est pas un multiple de 3, il y aura un décalage du cadre delecture ou frameshift. Ce décalage va induire un changement de tous les acides aminésde l’indel à la fin du gène, provoquant avec lui un changement dans la fonction de laprotéine ou une inactivation de la fonction. La partie du gène qui n’est pas décalée estalors considérée commeun fragment du gène initial, il est alors qualifié de pseudogène.À nouveau, cettemutation peut être délétère pour la cellule. Sur la figure I.2.5, les indelssont de taille 1 et 2, elles ne provoquent pas l’apparition d’un codon STOP précoce, maisl’ensemble des acides aminés est modifié.
Les indels vont donc transformer la séquence protéique traduite, pouvant nuire à lafonction de cette dernière et être délétère pour l’organisme. Pour éviter les problèmesliés aux frameshifts, il a été montré qu’il existe un fort taux de codon STOP hors ducadre de lecture (Tse et al., 2010). Cette adaptation permettrait de limiter la traduction
6. Un acide aminé peut être codé par plusieurs codons différents.7. On regroupe l’insertion et la délétion, car sans une analyse phylogénétique, il est impossible de lesdifférencier par comparaison de séquence.
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des protéines mutantes et d’ainsi limiter le coût énergétique pour la cellule. Il a aussiété montré que les frameshifts pourraient être à l’origine d’un réservoir d’adaptation àl’environnement (Koch, 2004). Lors d’un changement dans l’environnement créant unenouvelle pression de sélection, un frameshift pourrait produire une protéine qui permetà l’organisme de s’adapter à son environnement et donc d’améliorer sa fitness 8. Unefois que l’élément perturbateur de l’environnement disparaît, un nouveau frameshiftpourrait ramener le cadre de lecture à sa place d’origine. Cemécanisme, en accord avecla petite taille des génomes, aurait l’intérêt de ne pas perdre des gènes d’adaptation àl’environnement, même s’ils ne sont nécessaires que ponctuellement.
2.2.1.2 . Réarrangement génomique : un moteur de l’évolution

Les génomes évoluent également suite à des événements de réarrangement. Ils im-pliquent des segments d’ADN plus importants. La forme du génome obtenue, appeléevariant structural (SV pour Structural variant en anglais), est plus difficile à détecter queles SNP et les indels (Periwal et Scaria, 2015).
Le mécanisme de recombinaison est à l’origine des réarrangements. Une recombi-naison implique l’échange de 2 portions d’ADN entre 2 molécules ou 2 régions d’ADN.La recombinaison peut être homologue, se produisant entre des séquences similaires,ou non-homologue, impliquant des séquences différentes. Elle est souvent médiée pardes enzymes spécialisées comme RecA ou des intégrases, qui permettent l’intégration,la réparation ou le réarrangement précis des séquences. La recombinaison homologueest cruciale pour la réparation des cassures de l’ADN, les réarrangements et égalementdans l’acquisition de nouveaux gènes par transfert horizontal (cf. sous-section 2.2.2)(Eisenstark, 1977).
Les réarrangements de l’ADN correspondent donc à un échange entre 2 segmentsdu génome, induisant une insertion, une délétion ou une modification de l’ordre desnucléotides (figure I.2.6). Les réarrangements sont fréquents dans les génomes pro-caryotes (Sun et al., 2012) et peuvent être spontanés ou facilités par la présence d’élé-ments mobiles, tels que les transposons, qui sont des séquences d’ADN capables dese déplacer au sein du génome. Ils sont composés de gènes codant pour une transpo-sase, l’enzyme responsable de son déplacement, ainsi que de séquences répétées auxextrémités, nécessaires à la reconnaissance et à l’excision du transposon.
L’ordre des gènes étant important dans l’expression des gènes et la fonction desprotéines, le SV résultant peut conduire à une modification de l’expression génique ouà un changement dans la fonction de la protéine. Il existe 3 formes de réarrangement :symétrique, asymétrique et au sein d’un réplicon. Ces formes ne sont pas toutes équi-probables, car elles affectent plus ou moins la structure du génome. Aussi, les réarran-gements proches de l’Ori sont plus fréquents que ceux proches du site de terminaison(Darling et al., 2008).
Les recombinaisons peuvent également conduire à la duplication de gènes ou derégions génomiques, un mécanisme clé dans l’évolution des procaryotes en générantune redondance génétique. Cette redondance offre une opportunité évolutive : tandisqu’une copie du gène conserve sa fonction initiale, l’autre peut accumuler des muta-tions, potentiellement aboutissant à une nouvelle fonction, sans compromettre la sur-vie de l’organisme. En outre, la duplication peut jouer un rôle dans la régulation de l’ex-pression génique. Par exemple, les gènes codant pour les pompes à efflux, impliquées
8. Le fitness correspond à la capacité d’un individu de survivre dans son environnement et à se repro-duire
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Figure I.2.6 – Réarrangement et conséquences des variants structuraux. (A) Région génomique sansSV. Les rectangles représentent les gènes et les petits connecteurs à côté représentent le promoteur dugène concerné. (B) Réarrangement intragénique illustrant la délétion et la fusion de gènes à la suited’une duplication partielle du gène. Les régions codantes modifiées produisent des transcrits aberrants.La délétion ou la duplication peut entraîner une modification du nombre des gènes dans des régionspar ailleurs fonctionnellement intactes. (C) Délétion du promoteur, la régulation est modifiée et uneduplication/délétion qui modifie le nombre de copies des gènes. (D) Inversions affectant la structuredu gène, le gène est inversé, retourné et réarrangé, ce qui éloigne l’un des promoteurs du premier gène(orange). (E) Translocations affectant le contexte génique. Figure extraite et adaptée de (Periwal et Scaria,2015)

dans l’évacuation des antibiotiques hors de la cellule, sont fréquemment dupliqués,favorisant ainsi une meilleure résistance aux traitements (Maddamsetti et al., 2024).Toutefois, les événements de duplication restent moins fréquents que les transfertshorizontaux de gènes dans les génomes procaryotes (Tria et Martin, 2021). Cette raretés’explique en partie par lesmécanismes d’élimination de la redondance, qui optimisentla compacité et l’efficacité des génomes bactériens.
Les mécanismes qui viennent d’être décrits apportent de l’innovation dans les gé-nomes procaryotes, qui doit ensuite être transmise dans la population. Avec le transfertvertical, cette transmission se fait uniquement d’une génération à l’autre, un processuslimité par le temps de génération, qui varie selon l’espèce (E. coli : 20 min, Lactobacil-

lus acidophilus : 80 min,Mycobacterium tuberculosis : 800 min). Un temps de générationplus long semble aussi réduire le taux de mutation spontanée de l’ADN (Weller et Wu,2015). Pour contourner ces contraintes, les procaryotes échangent de l’ADN avec leurenvironnement (autres bactéries, virus, eucaryotes, ADN libre. . .), par un ensemble deprocessus regroupé sous le terme de transfert horizontal, qui leur permet d’acquérirde nouvelles fonctions génétiques.
2.2.2 . Mécanismes d’évolution par transfert horizontal

Les transferts horizontaux de gènes (Horizontal Gene Transfert en anglais, HGT) consti-tuent un phénomène central dans l’évolution des procaryotes, permettant l’échange dematériel génétique entre organismes sans nécessiter une relation de lignage directe.La proportion de gènes acquis par transfert horizontal varie considérablement selonles espèces et les environnements, mais elle peut représenter une part significative dugénome procaryote. On estime que 20 % des gènes en moyenne ont été acquis parHGT, certaines études montent même jusqu’à 25 % pour certaines bactéries (Ochman
et al., 2000; Popa et al., 2011). Cette proportion élevée témoigne de l’importance des HGTdans l’évolution et l’adaptation des procaryotes.
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Les gènes sont transférés via des éléments génétiques mobiles (MGE), incluant lesplasmides, les transposons et les phages (virus debactérie, cf. sous-sous-section 3.2.3.1),chacun possédant des capacités uniques pour mobiliser les gènes. Ces vecteurs faci-litent le transfert et l’intégration de l’ADN étranger dans le génome hôte. Les séquencesrépétées, telles que les insertions et les répétitions en tandem, jouent également unrôle, en servant de sites d’intégration pour les MGE.
Il existe 3 grands mécanismes de HGT : la transformation, la conjugaison et la

transduction, chacun facilitant le mouvement de gènes entre cellules de manière dis-tincte.
2.2.2.1 . Conjugaison : la sexualité des procaryotes

La conjugaison a été découverte en 1946 par Joshua Lederberg et Edward L. Ta-tum (Lederberg et Tatum, 1953), qui décrivent cemécanisme comme lamanière sexuéedes bactéries d’échanger de l’ADN. En effet, par analogie, la conjugaison demande uncontact direct entre une cellule donneuse et une cellule receveuse pour l’échange dematériel génétique 9. Il existe 2 catégories d’éléments génétiques mobiles conjugatifs :les plasmides et les éléments intégratifs et conjugatifs (ICEs, Intergrative and Conjuga-
tive elements en anglais). Sur la figure I.2.7 est représenté l’échange d’un plasmide parconjugaison. Les ICEs (Johnson et Grossman, 2015), contrairement aux plasmides, sontdirectement intégrés au chromosome, ce qui rend leur réplication dépendante de celui-ci. Toutefois, cette intégration favorise un transfert vertical plus stable au cours des gé-nérations. Les ICEs pour être échangés doivent suivre un schéma circulaire : excisiondu chromosome, circularisation, réplication, transfert et réintégration dans le chromo-some. Lors de l’étape d’excision, il peut arriver que des gènes flanquant l’ICEs soientexcisés aussi, apportant une nouvelle forme à l’ICE (Gibbons et al., 2011).

Plasmides et ICEs sont généralement de petite taille, mais ils contiennent des gènesclés d’adaptation à l’environnement. La présence de ces gènes dans les éléments mo-biles permet à des colonies de répondre efficacement et rapidement aux nouvellesconditions environnementales, comme la présencedemétaux lourds oud’antibiotiques(Botelho et Schulenburg, 2021). Toutefois, tous lesMGEs ne sont pas forcément conjuga-tifs (Valentine et al., 1988), ils vont profiter de la conjugaison codée par un autre élémentpour se transférer. Dans ces conditions, la bactérie receveuse ne devient pas conjuga-tive à son tour, même si elle reçoit l’élément mobile. Ces éléments mobilisables sontappelés des IMEs (élément intégratif mobilisable). Il est d’ailleurs à noter que tous lesplasmides ne sont pasmobilisables, il y aurait d’ailleurs autant de plasmides conjugatifsque de plasmides non mobilisables (Smillie et al., 2010).
La conjugaison est un mécanisme majeur de transfert horizontal de matériel géné-tique, qui a la caractéristique de rapidement répandre les éléments mobiles. Il a tou-tefois le défaut de limiter le transfert de gènes entre cellules procaryotes et donc delimiter le transfert aux innovations génétiques déjà intégrées par un autre organismeprocaryote. De plus, tous les organismes ne sont pas capables de réaliser la conjugai-son, ce qui réduit d’autant plus la capacité de transfert au niveau des communautés.

9. N.B : Le transfert est unidirectionnel, la cellule donneuse ne peut recevoir de l’ADN et la receveusene peut en donner.
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Figure I.2.7 – Schéma du fonctionnement de la conjugaison, dans le cas d’un plasmide conjugatif.(1) Formation d’un pili sexuel par la bactérie donneuse. (2) Contact direct entre les 2 bactéries via le pili. (3)Réplication de l’ADNplasmidique et transfert à la bactérie donneuse. (4) Terminaison de la conjugaison etnouvelle formation d’un pili pour la receveuse devenue donneuse. Image sous licence Creative Commons3.0 https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Conjugation.svg

2.2.2.2 . Transformation : recycler l’ADN environnant

La transformation correspond à l’intégration d’un fragment d’ADN étranger dansle génome de l’organisme. Les bactéries pouvant réaliser la transformation sont ditescompétentes. Ce qui différencie la transformation de la conjugaison, c’est que l’ADNintégré est libre dans l’environnement 10. De plus, la transformation est la seule formede HGT, totalement contrôlée par la cellule receveuse (Huang et al., 2021). Assez peud’espèces sont connues pour être capables de réaliser la transformation de manièrenaturelle, toutefois un nombre plus important contient la machinerie nécessaire à saréalisation (Johnston et al., 2014). De plus, au sein d’une espèce, le taux d’individu com-pétent peut varier, par exemple chez S. pneumoniae, 66 % des individus sont capablesde la réaliser (Evans et Rozen, 2013). Pour terminer, les mécanismes de la transforma-tion, notamment l’incorporation de l’ADN dans la cellule (figure I.2.8), sont bien décritsdans la littérature (Johnston et al., 2014; Dubnau et Blokesch, 2019). Toutefois, ils varientd’une espèce procaryote à l’autre, tout comme la proportion d’individus capables deréaliser cette transformation (Stewart et Carlson, 1986). Nous ne reviendrons donc passur les mécanismes, mais seulement sur des exemples d’application.
10. La découverte de la transformation en 1928 par FredGriffith (Griffith, 1928), précède de nombreusesannées celle qui a mis en évidence que l’ADN est le porteur de l’information génétique (Avery et al., 1944).La transformation est donc une preuve anticipée et un socle pour démontrer le rôle de l’ADN.
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Figure I.2.8 – Schéma du mécanisme de transformation. Extrait de (Johnston et al., 2014)

Les bactéries du genre Nesseria et particulièrement N. gonorrhoeae 11 reconnaissentpréférentiellement une séquence d’ADNnonpalindromique de leur propre ADN (Good-man et Scocca, 1988; Duffin et Seifert, 2010). Ce système permet d’intégrer uniquementl’ADN de souches proches, ainsi que des gènes d’adaptation, comme des gènes de ré-sistance aux antibiotiques (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2007).Ainsi, les gènes d’adaptation d’intérêt sont préférentiellement distribués dans l’espèce.
Streptococcus pneumoniae 12 utilise la transformation commemécanisme de répara-tion de l’ADN, car cette espèce ne possède pas de système de réparation SOS (Gasc

et al., 1980). Les souches de S. pneumoniae s’engagent alors dans une "guerre fratricide"pour récupérer l’ADN des autres souches de leur espèce (Claverys et Håvarstein, 2007).
Pour terminer, chez Bacillus subtilis 13, la transformation entre individus de la mêmeespèce, mais de souche éloignée, est privilégiée (Lyons et al., 2016). Les bactéries vontsécréter dans l’environnement des antibiotiques, auxquels elles sont résistantes, pourtuer les autres individus de l’espèce. L’ADN récupéré est donc différent de celui de labactérie et donc potentiellement source de nouvelles fonctions.

11. Ce genre bactérien, vivant dans les muqueuses des mammifères, est non pathogène à l’exceptionde N. meningitidis, impliqué dans la méningite et N. gonorrhoeae, responsable de la gonorrhée, une in-fection sexuellement transmissible.12. Bactérie connue pour son rôle d’agent pathogène dans les pneumonies et responsable de co-infection pendant la grippe espagnole13. Bactérie du sol, mais qu’on retrouve dans de nombreux habitat dû à ses capacités d’adaptation.Elle est utilisée comme modèle d’étude des bactéries Gram+.
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Ces exemples montrent aussi une opposition dans la philosophie des mécanismesde conjugaison et de transformation. La transformation demande que l’ADN soit libredans l’environnement et donc que les bactéries environnantes soient détruites, alorsque la conjugaison laisse les 2 cellules en vie.
2.2.2.3 . Transduction : les virus mis à profit

La transduction est unmécanisme reposant sur l’intervention d’un virus pour trans-porter et transférer lematériel génétique d’une cellule procaryote à l’autre (figure I.2.9).Les virus de bactéries, surnommés (bacterio)phages, vont infecter la cellule donneusepour répliquer leur ADN. Lors de la réplication, de l’ADN de la cellule donneuse peutse trouver intégré à celui du phage. Lorsqu’il infectera une cellule receveuse, la portiond’ADN de la donneuse pourra reprendre une forme plasmidique (si c’est un plasmidequi a été transféré) ou être intégrée au génome de la cellule par recombinaison homo-logue. La transduction est aujourd’hui largement utilisée en génétique et microbiologiepour transférer de l’ADN et modifier les génomes (Wang et al., 2024a).

Figure I.2.9 – Schéma représentant les étapes de transduction. Extrait de (Chiang et al., 2019)
La première forme de transduction identifiée décrivait le transfert de n’importe quelgène de la donneuse à la receveuse par le phage. Cette forme a donc été nomméetransduction généralisée (Zinder et Lederberg, 1952). Une seconde forme dite spéci-fique a été découverte en étudiant le phage λ infectant les E. coli (Morse et al., 1956).Le transfert se limite à un ensemble de gènes définis. Enfin, une dernière forme, latransduction latérale, a récemment été découverte (Chen et al., 2018). Là où les formesgénérale et spécifique peuvent être vues comme une erreur et un événement lié auhasard, la transduction latérale fait partie du cycle de vie du phage, menant à un tauxde transfert beaucoup plus important.
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2.3 . Du génome aux processus cellulaires

2.3.1 . Gènes : Régulations et fonctions

Les réactions qui se produisent dans les cellules procaryotes sont souvent com-plexes et impliquent une multitude de réactifs et de produits. Toutes ces réactionsnécessitent la présence de protéines spécifiques pour être réalisées. Ces protéinessont produites et dégradées par la cellule en fonction des conditions rencontrées. C’estpourquoi l’information est stockée dans une structure durable et transmissible, le gène.Chaque gène sera transcrit en une molécule d’ARN messager (ARNm) par l’ARN poly-mérase, qui sera traduite en protéine par le ribosome (impliquant l’ARNr et l’ARNt).
Dans une cellule, les protéines ont un temps de "vie" allant de quelques minutes àquelques heures. Il est donc nécessaire de produire les protéines régulièrement, toute-fois cette production a un coût pour la cellule. C’est pourquoi il existe des mécanismesde régulation de l’expression des gènes et donc de la production des protéines. Dansla sous-section 2.1.1, nous avons vu qu’il existait notamment des petits ARN régulateursde l’expression. Ils agissent en modulant la stabilité ou la traduction des ARN messa-gers cibles, jouant ainsi un rôle clé dans l’adaptation aux stress environnementaux, larégulation dumétabolisme ou encore la virulence par exemple. Dans l’ADNnon codant,on retrouve également une séquence promotrice (ou promoteur) près d’un gène quipermet la fixation de l’ARN polymérase. La fixation et l’activation de l’ARN polyméraseau niveau du promoteur sont régulées par des facteurs de transcription qui se lientspécifiquement à des séquences régulatrices en amont du promoteur, les enhancer et

silencer.
Les protéines peuvent agir en collaboration, soit dans des réactions successives (casdes systèmes biologiques, cf. section 3.2), soit en formant des complexes protéiquesinteragissant pour métaboliser un produit. Les gènes codant pour des protéines im-pliquées dans les mêmes processus cellulaires sont situés dans le même contexte gé-nomique (cf. sous-section 2.1.1). Ils vont alors être régulés par les mêmes éléments derégulation. L’opéron, une structure spécifique des procaryotes découverte par Fran-çois Jacob et Jacques Monod en 1960 14(Jacob et Monod, 1961), permet de produire unseul ARNm pour un ensemble de gènes codant pour des protéines impliquées dansle même processus cellulaire. Dans l’opéron, se trouve une nouvelle séquence de ré-gulation, l’opérateur, où va se lier une molécule régulatrice qui va activer ou inhiber latranscription (figure I.2.10). L’ensemble de l’opéron permet de synchroniser la régula-tion et l’expression de gènes qui collaborent dans le même processus cellulaire.
Pour terminer, l’expression des gènes peut aussi être régulée par le niveau de re-pliement et de condensation de l’ADN. L’ADN est condensé notamment grâce à desprotéines spécialisées et à la méthylation de l’ADN. L’ADN replié ne pourra pas être ac-cessible pour la transcription des gènes et donc ils seront inactifs. Les mécanismes liésà la méthylation de l’ADN sont l’affaire de l’épigénétique. Des études récentes ont misen lumière le rôle de la méthylation dans la régulation de la virulence bactérienne etdans la capacité des procaryotes à coloniser leurs hôtes (Oliveira, 2021), soulignant ainsil’importance de ces mécanismes dans la survie et l’adaptation des bactéries.

14. Découverte qui leur a valu le prix Nobel de médecine en 1965
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Figure I.2.10 – Schéma du fonctionnement de l’opéron lactose. Sur la partie haute est représentéla structure génétique de l’opéron. Les 4 lignes suivantes représentent chacune une configuration deréponse à des conditions de présence, absence de glucose et de lactose. si le taux de glucose est faible,une protéine activatrice (CAP) va se fixer en amont du promoteur pour aider à la fixation de l’ARN po-lymérase, et si du lactose est disponible, les gènes seront alors fortement exprimés. Si le lactose n’estpas disponible, une protéine de répression va se fixer à l’opérateur et elle empêchera l’ARN polymérasede se fixer même si le taux de glucose est faible. Auteur : G3pro. Sous licence Creative Commons 2.0.Disponible à l’adresse : https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lac_operon-2010-21-01.png.
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2.3.2 . Îlots génomiques et points chauds d’insertion

Les îlots génomiques (GI, pour Genomic Island en anglais) sont des régions spéci-fiques du génome qui jouent un rôle clé dans l’évolution, l’adaptation et l’acquisition defonctions spécifiques. Les GIs sont retrouvés chez quasiment tous les organismes pro-caryotes. Ils sont généralement acquis par transfert horizontal (cf. sous-section 2.2.2) ettransportent des gènes accessoires. Ils vont conférer à l’organisme de nouvelles fonc-tions qui impacteront de façon positive sa fitness. Le premier îlot génomique décrit étaitlié à la capacité de la bactérie E. coli de provoquer des maladies et a donc été nomméîlot de pathogénicité (Hacker et al., 1990). Depuis, d’autres classes d’îlots ont été décou-vertes : métabolique, résistance, symbiotique. . .(figure I.2.11).
Les îlots génomiques sont des régions assez larges, entre 5 et 200 kb (mais cer-taines sont beaucoup plus grandes) et présentent des caractéristiques spécifiques. (i)Les GIs ont un taux de GC qui diffère par rapport au reste du génome, résultant en unbiais d’usage des codons 15 (figure I.2.11). (ii) dans les régions flanquantes des GIs, on re-trouve des gènes de mobilité : transposases et intégrases, mais aussi d’IS qui peuventse dégrader rapidement après l’intégration de l’îlot. (iii) Dans les gènes flanquants, onretrouve des gènes codant l’ARNt dont l’origine serait à relier à la prévalence des gènesde phages et des ICEs qui utilisent les ARNt comme site d’intégration dans les génomes(Dobrindt et al., 2004). (iv) Les protéines contenues dans les GIs ont souvent des fonc-tions inconnues. (v) Dans la partie flanquante, on trouve des séquences répétées di-rectes 16.

Figure I.2.11 – Îlots génomiques et leur caractéristique. Extrait de (da Silva Filho et al., 2018)

15. Un biais d’usage des codons, désigne la fréquence d’utilisation préférentielle de certains codonsparmi les codons synonymes pour coder un même acide aminé.16. Séquences identiques présentes en plusieurs copies dans la même molécule d’ADN et ayant lamême orientation.
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Ces GIs sont complexes à étudier, car ils concentrent les variations, même entregénomes proches. L’histoire évolutive est souvent difficile à reconstituer, tant des élé-ments ont été intégrés et éliminés au cours du temps (figure I.2.12). En plus de s’échan-ger avec d’autres organismes (Buchrieser et al., 1998), les GIs peuvent se déplacer ausein du génome (Karaolis et al., 1999).

Figure I.2.12 – Cycle de vie d’un îlot génomique. Extrait de (Dobrindt et al., 2004)
Les GIs ne s’insèrent pas n’importe où dans les génomes. On les retrouve fréquem-ment dans des zones où de nombreux éléments se sont insérés au cours de l’évolutiond’un taxon. Ces régions sont appelées : point chaud d’insertion (hotspot en anglais). Àl’intérieur des hotspots, on retrouve une grande variabilité du contenu génique entreles génomes. Les hotspots sont également caractérisés par des bordures composéesde gènes communs à l’ensemble des génomes.
Ils présentent également une recombinaisonhomologue accrue dans les gènes flan-quant les hotspots, avec 50 % d’événements de recombinaison et 30 % d’incongruencephylogénétique 17 par rapport à l’arbre des espèces. Ces hotspots contiennent 50 % desgènes acquis par HGT (Oliveira et al., 2017). Ils sont enrichis en gènes liés à la motilité, àla défense, à la transcription, à la réplication et à la réparation de l’ADN (Flores Ramos

et al., 2021).
Le contenu génique du hotspot provient d’une accumulation progressive de gènes,comme le suggère le faible pourcentage (8 %) de hotspots composés uniquement degènes spécifiques à une souche (Oliveira et al., 2017). Cette accumulation peut se fairepar bloc de gènes. Ces blocs, conservés dans le hotspot, sont appelés modules (Les-cat et al., 2009). Cette modularité pourrait expliquer l’organisation complexe des îlotsgénomiques (Touchon et al., 2009). Les hotspots sont donc communs à un groupe d’or-ganismes, et définis au niveau d’un taxon. Il est donc nécessaire de mener des étudesde comparaison des génomes pour les identifier.

17. L’incongruence phylogénétique désigne une discordance entre l’arbre phylogénétique d’un gènespécifique et l’arbre phylogénétique global construit à partir d’un grand nombre de gènes conservés.
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3 - Génomique comparée des procaryotes

L’analyse comparée des génomes regroupe une grande diversité d’analyses et dethématiques. On peut diviser ces analyses en 3 grands domaines : l’analyse des sé-quences, l’analyse des structures et l’analyse fonctionnelle. Avec la croissance expo-nentielle du nombre de génomes disponibles dans les banques (cf. section 3.3), et desinformations de structures et d’annotations liées, il est essentiel de comparer les nou-velles séquences à celles déjà connues. Cette comparaison permettra de déduire, entreautres, les fonctions qu’elles contiennent et leur lien évolutif.
Dans cette partie, j’aborderai les concepts informatiques et les algorithmes utilisésdans lesméthodes de génomique comparée. Je reviendrai aussi sur les notions présen-tées précédemment et comment elles sont appliquées dans les outils. Pour terminer,je présenterai un type d’analyse de génomique comparée qui est largement présentdans mon travail de thèse, l’analyse de systèmes biologiques.

3.1 . Analyse comparative des génomes : méthodes et applications

Pour comparer les séquences, on mesure leur similarité. Si la similarité des sé-quences est significativement élevée, alors on peut faire l’hypothèse que les séquencessont homologues 1. Ce principe de base simple se révèle être un problème non trivialétant donné l’ensemble des mécanismes gouvernant l’évolution des génomes proca-ryotes. Pour comparer les génomes sur la similarité des séquences, on peut utiliser lesséquences nucléotidiques, mais aussi en fonction du contexte, les séquences d’ARN oude protéines. Pour l’ADN et l’ARN, la similarité va se confondre avec la notion d’identité ;par contre, pour les séquences d’acides aminés, ces termes n’ont pas le même sens.Lorsqu’on mesure l’identité de séquences entre 2 protéines, on mesure le pourcentagede résidus identiques entre 2 séquences alignées. Pour la similarité, si les 2 acides ami-nés ont les mêmes propriétés physico-chimiques, ils seront considérés comme simi-laires. La mesure d’identité entre 2 séquences d’acides aminés sera toujours inférieureou égale à celle de sa similarité.
Dans la suite, je ferai une revue (non exhaustive) des méthodes et des outils de gé-nomique comparée. L’évolution de ces outils est intimement liée à l’évolution des tech-niques de séquençage, augmentant le volume de génomes disponibles, et à l’amélio-ration des technologies informatiques, augmentant les ressources disponibles et leurutilisation.

1. N.B : L’homologie est une conclusion qualitative de l’observation quantitative de la similarité. Onconsidère qu’une similarité de 30 % permet de dire que 2 séquence sont homologues.
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3.1.1 . Alignement des séquences

L’alignement des séquences peut être : pair oumultiple. Dans les deux cas, l’objectifest de trouver l’alignement quimaximise la correspondance entre les résidus. Pour cela,dans la majorité des cas, les séquences ne seront pas alignées entre leur début et leurfin, elles seront décalées. Il existe alors 2 stratégies pour l’alignement : global et local.Dans un alignement global, on fait l’hypothèse que les séquences sont relativementsimilaires et donc on peut les aligner sur toute leur longueur. Pour un alignement local,on ne fait pas cette hypothèse et on cherche les régions dans la séquence qui ont leplus de similarité sans considérer la séquence dans sa globalité. Les algorithmes etoutils que je vais présenter ensuite peuvent généralement s’appliquer aux 2 types destratégies, qu’on choisit en fonction du contexte.
a. Alignement par paire

Dès les années 1960, on commence à voir des développements autour de l’idée decomparer 2 séquences (protéiques), mais c’est en 1970 que Needleman et Wunch pré-sentent leur algorithme fondateur des approches de génomique comparée (Needle-man et Wunsch, 1970). Leur algorithme d’alignement global repose sur la constructiond’une matrice de similarité, représentant en ligne une séquence et en colonne la se-conde, et inclut une pénalité de trou (gap en anglais). Ainsi, il est possible de détermi-ner l’alignement optimal en considérant tous les gap sans énumérer toutes les pos-sibilités. Cet algorithme sera revu par Smith et Waterman qui, en 1981, proposent unnouvel algorithme, cette fois pour l’alignement local (Smith et Waterman, 1981). Ces 2algorithmes ont l’intérêt de donner un résultat de comparaison exact et sont d’ailleursencore utilisés aujourd’hui. Toutefois, avec l’augmentation du volume de séquences,la comparaison de paires de séquences utilisant des algorithmes exhaustifs 2 pose unproblème de complexité quadratique 3.
En 1985 et 1988, les programmes FASTP et FASTA 4 (Lipman et Pearson, 1985; Pearsonet Lipman, 1988) sont publiés et marqueront un tournant en utilisant une approcheheuristique 5. Le principe est de chercher quelles séquences peuvent être similaires encomparant des mots de taille k (k-mer), pour ensuite ne faire l’alignement exact que surce sous-ensemble de séquences. Dans la suite, en 1990, le programme BLAST (Altschul

et al., 1990) paraît et suit aussi cette approche heuristique. Il sera intégré comme outildans les bases de données du NCBI, faisant sa renommée.
Toujours lié à l’augmentation du volume de données, les outils utilisant ces ap-proches heuristiques vont se perfectionner pour permettre l’alignement de paires deséquences de manière rapide et efficace, comme LAST (Kiełbasa et al., 2011) ou DIA-MOND (Buchfink et al., 2015).

2. Un algorithme exhaustif recherche toutes les solutions possibles pour trouver celle qui exacte ouoptimale3. La complexité d’un algorithme mesure la consommation de ressources (temps ou espace) néces-saire pour son exécution.4. Le format de données de l’outil FASTA est aujourd’hui utilisé comme format standard pour écrireles séquences. Les fichiers ont donc pris l’extension ".fasta".5. Un algorithme heuristique fournit un résultat rapidement, mais qui n’est pas nécessairement op-timal ou exact.
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b. Alignement multiple

L’alignement multiple des séquences (MSA pour Multiple Sequence Alignment en an-glais) vise à aligner plusieurs séquences simultanément. C’est une extension de l’aligne-ment en paire. Ces alignements ont l’intérêt de révéler des régions conservées et ainsid’identifier des relations évolutives ; par contre, la complexité est accrue et il est doncnécessaire d’introduire des algorithmes plus puissants.
Les premiers algorithmes étaient des algorithmes exhaustifs (Stoye, 1998), et toutcomme pour l’alignement de paires de séquences, rapidement des algorithmes heuris-tiques ont été publiés. En 1988, Higgins et Sharp publient CLUSTAL (Higgins et Sharp,1988), uneméthode d’alignement progressive pour obtenir un alignementmultiple. Elleconstruit l’alignement en assemblant progressivement les séquences selon une hiérar-chie basée sur une matrice de distance ou un arbre guide. D’autres méthodes adop-teront cette approche, comme MUSCLE (Edgar, 2004) mais ce dernier apporte un côtéitératif. Ces méthodes sont rapides, mais peuvent être sensibles aux erreurs accumu-lées dans les étapes initiales.
D’autres méthodes, que je décrirai ensuite, s’appuient sur des éléments de statis-tique ou sur des algorithmes de graphes pour être plus efficaces. Il est à noter quetoutes ces méthodes ont leur avantage et leurs inconvénients, qui doivent être évaluésen fonction du contexte.

3.1.2 . Utilisation des graphes en génomique comparée

Les graphes sont largement utilisés en bioinformatique (Pavlopoulos et al., 2011)et ce dans des domaines très divers : interactions protéine-protéine, expression desgènes, modélisation du métabolisme. . .
Dans mes travaux de thèse, je me suis largement appuyé sur les méthodes degraphes, il est donc essentiel de revenir sur la terminologie et les concepts liés à lathéorie des graphes. Nous utiliserons le graphe de la figure I.3.1 pour illustrer les prin-cipes suivants.

3.1.2.1 . Définitions et concepts

Un graphe est constitué d’un ensemble de nœuds (cercles) reliés par un ensembled’arêtes (segments gris). Mathématiquement, tous les graphes ne possèdent pas lesmêmes propriétés et donc les théorèmes associés changent. Dans la suite, nous utili-serons les symboles mathématiques suivants :
• V : ensemble de nœuds
• E : ensemble d’arêtes
• G(V,E) : un graphe composé d’un ensemble de nœuds V et d’arête E

• u et v : 2 nœuds distincts dans le graphe
• e(u,v) : une arête reliant u et v.

a. Orientation du graphe

Un graphe peut être orienté, i.e., que les arêtes ont une direction. Dans ce cas, ilpeut exister une arête de u vers v (e(u,v)) sans qu’il n’y ait nécessairement une arête
e(v,u). Si le graphe est non orienté, si e(u,v) existe, e(v,u) également. Dans notre exemple,le graphe est non orienté.
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Figure I.3.1 – Exemple de graphe. Les nœuds sont représentés par des cercles et étiquetés par desnuméros. Les arêtes, illustrées par des lignes pleines grises et étiquetées par une lettre, définissent lesconnexions entre les nœuds. L’épaisseur des arêtes est proportionnelle à leur poids, indiquant ainsi lavaleur associée à chaque connexion. Les arêtes en pointillés bleus représentent les fermetures transi-tives du graphe, elles sont également étiquetées et pondérées pour expliciter les relations indirectescréées par la transitivité.

b. graphe pondéré et étiqueté

En bioinformatique, il est courant d’ajouter de l’information sur le graphe. Ces in-formations peuvent servir à modifier le graphe, le filtrer ou l’analyser, par exemple.
On peut ajouter un poids aux nœuds (wu) et aux arêtes (w(u,v)), le graphe est alorsdit pondéré. Le poids est quantifiable et correspond généralement à un nombre. Dansnotre exemple, chaque arête a une épaisseur correspondant à son poids. On peut alorsfiltrer le graphe pour ne conserver que les arêtes les plus épaisses.
D’autres informations peuvent être ajoutées aux nœuds et aux arêtes sous formed’annotation. Dans ce cas, l’annotation peut être qualitative et on dira que le grapheest étiqueté 6. Dans le graphe exemple, les arêtes sont étiquetées par une lettre et lesnœuds par un chiffre. Cet étiquetage peut notamment correspondre à un identifiant.

c. Voisinage et chemin dans le graphe

Dans cette thèse, nous parlerons de nœuds voisins, i.e., des nœuds qui sont reliéspar un ensemble d’arêtes (E(u,v)), cet ensemble d’arêtes est appelé chemin. Lorsque
u et v sont reliés par une seule arête (chemin de taille 1), on dit qu’ils sont dans un
voisinage direct. Dans notre exemple, le nœud 1 est un voisin direct des nœuds 2 et 4et est voisin des nœuds 3 et 5 par un chemin de taille 2. Lorsque tous les nœuds sontvoisins les uns des autres, on dit que le graphe est connexe.

6. Dans la littérature bioinformatique, on retrouve aussi le terme "coloré", mais qui est utilisé à tortsi on se réfère à la théorie des graphes.
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d. Transitivité

La transitivité dans les graphes est une propriété qui s’applique aux relations entreles nœuds. Un graphe est dit transitif si, pour tous nœuds u, v et w, l’existence desarêtes eu,v et ev,w, implique qu’il existe eu,w. En d’autres termes, si u et v sont reliés et que
v etw aussi, alorsu etw sont reliés. Dans un grapheorienté transitif, s’il existe eu,v et ev,w,alors il existe eu,w, mais pas obligatoirement ew,u. Cette propriété est particulièrementimportante dans les graphes orientés, où elle peut être utilisée pour modéliser desrelations hiérarchiques ou des dépendances.

Dans notre exemple, le graphe n’est pas transitif. Pour le rendre transitif, on ajoutedes fermetures transitives entre les nœuds. Ces arêtes de transitivité (en pointillésbleus) permettent de compléter le graphe pour le rendre transitif, facilitant ainsi l’ana-lyse des relations et des dépendances implicites entre les nœuds.
e. Sous-ensemble du graphe

Lorsqu’on va analyser un graphe, on peut chercher à retrouver des structures d’in-térêt. Pour commencer, on peut chercher à identifier un sous-graphe. Le sous-grapheest une fraction du graphe qui contient un sous-ensemble de nœuds de G(V,E) et lesarêtes reliant ces nœuds.
Une autre structure est la clique, qui correspond à un sous-ensemble de nœudstous connectés entre eux. La détection et l’analyse de cliques a de nombreuses applica-tions en bioinformatique, notamment l’identification de groupes de gènes coexprimés.Dans notre exemple, les nœuds 5,6,7 et 8 représentent une clique.
Pour terminer, une forme de sous-ensemble que j’ai largement utilisée, est la com-

posante connexe qui correspond à un ensemble de nœuds tel que, quel que soit u, v,il existe un chemin qui les relie 7.
f. Partitionnement du graphe

Partitionner un graphe consiste à diviser les nœuds du graphe en groupes. Chacunde ces groupes est appelé une partie et l’ensemble des parties est appelé partition.En fonction de l’algorithme utilisé, la partition sera alors différente. Dans ce manuscrit,nous utiliserons cette notion de partition à de nombreuses reprises.
3.1.2.2 . Application dans la comparaison des génomes

L’utilisation des graphes pour la comparaison de génomes est de plus en plus cou-rante.
Une première application possible est d’améliorer les méthodes de MSA. Des outilscomme MUSCLE ou MAFFT (Katoh et Standley, 2013) utilisent des arbres guides pouraméliorer les performances de l’alignement. Ces arbres sont des graphes particuliers,où les séquences sont des nœuds et les relations de similarité sont des arêtes.

7. La clique est une composante connexe spéciale où tous les nœuds sont reliés par un chemin detaille 1.
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Une seconde utilisation des graphes concerne l’étude des SNPs, indels et SVs. Cesgraphes, appelés graphes de variants, représentent d’une manière flexible les diffé-rences entre les génomes. Chaque nœud représente une séquence ou un k-mer, lesarêtes vont représenter la colocalisation dans le génome. Ainsi, chaque chemin per-met de reconstruire un génome, tout en ayant toutes les variations génétiques. Desoutils comme VG toolkit (Garrison et al., 2018) et Minigraph (Li et al., 2020), permettentnotamment d’améliorer l’alignement des lectures en sortie de séquençage, mais aussid’enrichir la représentation des génomes procaryotes présentant une forte diversité.
Une autre application proche des graphes de variants est celle des graphes de ré-arrangements. Dans ces graphes, les nœuds représentent des synténies conservées,les arêtes vont relier ces synténies en fonction de l’ordre et de l’orientation dans lesgénomes. L’outil Sibelia (Minkin et al., 2013) est un outil d’alignement et d’analyse desréarrangements de génomes procaryotes. Il permet d’étudier les différences évolutiveset de reconstruire l’histoire des réplicons.

3.1.3 . Modèle statistique pour l’alignement des séquences

Pour comparer de plus en plus de génomes, de nouvelles méthodes vont s’appuyersur la modélisation statistique des séquences pour améliorer les performances de l’ali-gnement et aligner de grands jeux de données. Chaque modèle représentera un en-semble de séquences et établit une fréquence ou probabilité d’un résidu pour chaqueposition. Ce modèle peut être assimilé à une séquence "consensus" du groupe.
3.1.3.1 . Partitionnement des séquences par similarité.

Les méthodes de partitionnement, ou clustering en anglais, reposent sur les mé-thodes d’alignement pour déterminer la similarité des séquences, et les graphes pourreprésenter les liens de similarité entre chaque séquence.
De manière générale, on va regrouper les séquences en groupes d’homologues enutilisant un seuil de similarité plus ou moins élevé. Les outils sont régulièrement pré-sentés en utilisant la séquence protéique plutôt que nucléique pour calculer la simila-rité. Ce choix permet de réduire la complexité tout en étant plus précis sur l’évaluationde la similarité fonctionnelle et structurelle, mais aussi d’identifier des homologies pluslointaines. Dans ce cas, il faudra faire attention à la nuance entre similarité et identité.Ce qui va varier entre les méthodes, c’est l’algorithme de partitionnement utilisé. Letableau I.3.1 présente un aperçu des méthodes et des outils existants.
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Outil Description Avantages InconvénientsCOGs (Tatusov et al.,1997) Classification basée surl’évolution. Les clustersobtenus sont des groupesde protéines orthologues

Base de données bien do-cumentées et largementutilisée
Méthode statique, mise àjour peu fréquente.

CD-HIT (Li et al., 2001) Clustering rapide basésur la longueur des sé-quences, en ordonnantles protéines de la pluslongue à la plus courte

Très rapide et efficacepour réduire la redon-dance
Sensibilité limitée pour lesfaibles identités de sé-quence

InParanoid (Remm
et al., 2001) Détection des ortho-logues et paraloguesen comparant deux gé-nomes

Fiable pour détecter desorthologues proches, dis-tingue bien orthologueset paralogues

Moins adapté aux compa-raisons multi-génomes

OrthoMCL (Li et al.,2003) Identification des ortho-logues et paralogues ré-cents via une approchebasée sur les graphes

Bonne précision, adap-table à divers organismes Consommation élevéeen ressources pour lesgrands ensembles dedonnéesUCLUST (Edgar,2010) Alignement et clusteringrapide des séquencesprotéiques
Très rapide, faibleconsommation mémoire Moins précis que BLASTpour certaines comparai-sons

Proteinortho (Lech-ner et al., 2011) Détection rapide d’ortho-logues à grande échelle Évolutif et performantpour l’analyse de nom-breux génomes
Moins détaillé sur les re-lations fonctionnelles desprotéines

BUSCO (Simão et al.,2015) Évaluation de la complé-tude des génomes en uti-lisant des ensembles degènes conservés

Référence fiable pour lesgénomes récemment sé-quencés
Ne permet pas unerecherche extensive d’or-thologues

OMA (Altenhoff et al.,2019) Méthode évolutive d’iden-tification des orthologues Haute précision sur lesgénomes bien annotés Temps de calcul élevépour les grands jeux dedonnéesSwiftOrtho (Hu etFriedberg, 2019) Similaire à OrthoMCL, uti-lisant des k-mers longspour améliorer la rapidité
Très rapide et nécessitepeu de ressources Peut être moins précispour des génomes très di-vergentsSonicParanoid (Co-sentino et Iwasaki,2019)

Extension de InParanoidpour la détection rapided’orthologues
Améliore la vitesse et ré-duit les besoins en res-sources

Moins précis pour des gé-nomes très distants évo-lutivementOrthoFinder (Emmset Kelly, 2019) Détection des ortho-logues basée sur uneapproche évolutive
Haute précision grâce àl’utilisation de scores desimilarité normalisés

Temps de calcul élevépour les grands en-sembles de donnéesOrthoPhy (Wata-nabe et al., 2023) Intègre les informationstaxonomiques dansl’identification des ortho-logues

Minimise les erreurs deprédiction et améliore lafiabilité
Exige davantage de res-sources et est plus lentsur de grandes bases dedonnées

Table I.3.1 – Présentation des principaux outils de clustering de séquences avec leurs descriptions,
avantages et inconvénients.
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3.1.3.2 . MMSeqs2

Un outil largement utilisé pour l’alignement et le clustering de grands jeux de don-nées est l’outil MMSeqs2 (Steinegger et Söding, 2017). L’objectif de MMSeqs2 est de par-titionner les séquences en groupes d’homologues, de manière rapide et efficace. MM-Seqs2 s’appuie sur les technologies informatiques, tantmatérielles que logicielles, pouroptimiser les ressources utilisées, et sur un nouvel algorithme de recherche de k-mersimilaire.
MMSeqs2 ne va pas faire des comparaisons exactes de k-mers, mais il va chercherdes k-mers similaires. Cette différence permet de comparer les k-mers plus rapide-ment tout en utilisant des k-mers de plus grandes tailles, améliorant sa sensibilité 8.Comme présenté sur la figure I.3.2, les k-mers utilisés sont "espacés", ce qui permet unrecouvrement plus important de la séquence et donc de réduire les alignements liésau hasard de k-mers successifs entre 2 séquences non homologues. S’appuyant surcette caractéristique, les auteurs de MMSeqs2 vont supposer que si les séquences ontdes k-mers similaires, séparés par le même nombre de résidus, alors la zone entre lesk-mers a des chances de s’aligner, ce qui permet d’étendre les zones alignables (diago-nale). Enfin, un score associé aux diagonales va être utilisé pour filtrer les séquencesqui ont le plus de probabilités de s’aligner.

Figure I.3.2 – Principe de l’alignement de MMSeqs2. Extrait de (Steinegger et Söding, 2017)
Une fois l’étaped’alignement terminée,MMSeqs2 intègre plusieurs algorithmespourpartitionner les séquences. Dans chacun de ces algorithmes, chaque groupe de sé-quences similaires (partie) verra une des séquences (nœud) utilisée comme référente.(i) L’algorithme Set-cover (figure I.3.3a) sélectionne le nœudavec le plus d’arêtes commeréférent et forme une partie avec tous les nœuds dans un voisinage direct, puis de ma-nière itérative reproduit le schéma jusqu’à ce que tous les nœuds soient dans une par-tie. (ii) L’algorithme Connected Component (figure I.3.3b) fonctionne comme Set-cover,mais partitionne tous les nœuds pour lesquels il existe un chemin avec le nœud ré-férent. (iii) l’algorithme CD-hit like (figure I.3.3c) prend pour référence le nœud dont lepoids (taille de la séquence) est le plus élevé, puis forme une partie avec tous les voisinsdirects. Ces algorithmes répondent chacun à des problématiques différentes que nouspourrons illustrer dans la suite.

8. Dans MMSeqs2 la sensibilité correspond au nombre de k-mers similaires qui sont alignées parposition dans la séquence. Plus la sensibilité est élevée, plus le k-mer associé à une position sera précis.
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(a) Set-cover (b) Connected component (c) CD-hit like
Figure I.3.3 – Les algorithmes de clustering de MMSeqs2.

Depuis 2018, MMSeqs2 intègre une nouvelle méthode appelée Linclust (Steineggeret Söding, 2018). Celle-ci vise à proposer un clustering dont la durée évolue linéaire-ment avec le nombre de séquences. Pour ce faire, les séquences ne sont pas alignéesentre elles. Dans un graphe, chaque séquence forme un nœud et est représentée pardes k-mers, eux-mêmes répartis en groupes. La séquence la plus longue de chaquegroupe est comparée à toutes les autres. Si l’alignement dépasse un seuil prédéfini,une arête de similarité est établie entre les séquences. Ensuite, un algorithme de par-titionnement est appliqué au graphe résultant pour obtenir le partitionnement final.Cette optimisation permet de partitionner rapidement de grands jeux de données.
3.1.3.3 . Modélisation des séquences similaires : matrices de position, profils et

chaînes de Markov

Une fois les séquences regroupées par similarité, il est possible de créer un modèlestatistique représentant les séquences, sous forme de "séquence" consensus. L’idéegénérale de cesmodèles va être, pour chaque position de la séquence consensus, d’as-socier pour chaque type de résidus une fréquence ou probabilité d’apparition, baséesur un alignement multiple des séquences.
Les premiers modèles statistiques correspondaient à des matrices de score à po-sition spécifique (PSSM, position-specific scoring matrices), représentant la probabilitédu résidu à une position donnée. Ainsi, la matrice obtenue reflète pour un score po-sitif une correspondance de résidus similaires parmi les séquences, ou pour un scorenégatif un résidu non conservé. Ces matrices ont été utilisées dans des outils commeCLUSTAL (Higgins et Sharp, 1988) ou MATCHTM (Kel et al., 2003) pour la recherche defacteurs de transcription dans les séquences d’ADN, ou encore dans l’algorithme ESA-search (Beckstette et al., 2006) pour rechercher des séquences dans les PSSMs. Cesoutils vont également amener une variante aux PSSMs qui comble un défaut de cesdernières. En effet, le score dépend du nombre et de la divergence des séquences utili-sées dans le MSA. Si la matrice est constituée de peu de séquences ou si des séquencesproches sont surreprésentées, alors le score sera biaisé. C’est pourquoi un poids est ap-pliqué pour réduire l’impact des séquences proches et augmenter celui des séquencesdivergentes.
Pour construire une PSSM, les MSA doivent être continus (sans gap), ce qui est ra-rement le cas. Une nouvelle forme de PSSM, appelée profil, va prendre en compteles gap en appliquant des pénalités. Un profil est donc une PSSM intégrant les pos-sibles indels sous forme de pénalités 9. Les profils sont utilisés, notamment dans lecontexte des bases de données, pour rechercher des séquences homologues à un
9. Dans la littérature, les PSSM sont souvent également appelées profils.
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groupe de séquences sans aligner chacune des séquences du groupe. PSI-BLAST (Alt-schul et al., 1997), développé par les auteurs de BLAST, permet de construire des profilset de rechercher des séquences contre un profil. Bien que PSI-BLAST soit reconnu poursa haute précision, il demeure sensible aux erreurs d’assignation initiales, lesquellespeuvent introduire des biais dans les profils générés et impacter la fiabilité des cycleset des itérations suivants.
Une dernière forme de modèle s’appuie sur les chaînes de Markov cachées (Hid-

den Markov Model en anglais, HMMs). Une chaîne de Markov décrit la probabilité detransition vers un état en fonction des états précédents. Dans nos modèles, cela cor-respondrait à calculer la probabilité d’un résidu (état) à une position donnée en fonctiondes résidus des positions précédentes. Une chaîne de Markov cachée inclut, en plus,l’existence de facteurs non observables sur la probabilité de transition. Dans nos mo-dèles, ces facteurs cachés peuvent être les gaps qui ne correspondent à aucun résidu(état) mais influencent la probabilité de transition (figure I.3.4). On peut alors obtenirune probabilité pour chaque résidu à chaque position.

Figure I.3.4 – Exemple demodélisationHMMd’une séquence. Les cases jaunes représentent les étatsde correspondance (M), où la distribution de probabilité est déterminée par la fréquence des acidesaminés à cette position. La rangée d’états en forme de losange correspond aux états d’insertion (I) etles états circulaires désignent les états de suppression (D). Ce modèle probabiliste permet d’estimerles fréquences observées des acides aminés à chaque position et de représenter les transitions entreeux, sur la base de l’occupation observée des positions dans un alignement de séquences multiples.Extrait de https://www.ebi.ac.uk/training/online/courses/pfam-creating-protein-families/
what-are-profile-hidden-markov-models-hmms/

Lesmodèles HMMs semblent donc tout indiqués pour représenter l’alignement desséquences similaires. Les HMMs, ont l’intérêt de pouvoir différencier les événementsd’insertion des événements de délétion par rapport aux profils. Cet avantage les rendplus robustes que les profils.
Un outil largement utilisé pour construire des HMMs et rechercher des séquenceshomologues contre une base de données HMMs est HMMER (http://hmmer.org/). Unautre outil, HH-suite (Steinegger et al., 2019) intègre la possibilité de faire des compa-raisons HMM/HMM. Ces outils, dans leurs versions récentes, ont été optimisés pourcombler la complexité sous-jacente de l’utilisation de tels modèles. D’autres outils ré-cents, comme ApHMM (Firtina et al., 2024) ou le package pyhmmer (Larralde et Zeller,2023), proposent des améliorations techniques pour augmenter l’efficacité et la sen-sibilité des comparaisons aux HMMs, notamment pour ApHMM en s’appuyant sur lesnouvelles technologies matérielles et logicielles, et en optimisant les calculs opérés parles algorithmes.
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Les modèles HMMs sont couramment utilisés pour la recherche de séquences ho-mologues dans les bases de données. Ils trouvent également des applications dansd’autres domaines, tels que la classification et l’annotation des protéines, ainsi que laprédiction de gènes et de promoteurs (Dimri et al., 2024).

3.2 . Analyse des Systèmes biologiques

La notion de système biologique est vaste et dépend du domaine et du contextescientifique. Dans cette section, je vais définir les systèmes dans le cadre de la géno-mique comparée des procaryotes, en lien avec les processus métaboliques et cellu-laires. J’aborderai l’état de l’art des méthodes bioinformatiques utilisées pour identifierles systèmes et je terminerai en décrivant un type particulier de système biologique : lessystèmes de défense contre les phages, qui ont été au cœur de mes développementsméthodologiques.
3.2.1 . Définition et intérêt

Un système biologique est constitué d’un ensemble de protéines interagissant pourréaliser un processus spécifique. Ces processus sont souvent régulés au sein d’opéronsou de groupes de gènes colocalisés. Les systèmes sont classés et nommés en fonctionde leur rôle, comme ceux impliqués dans la conjugaison, regroupés sous l’appellationde système conjugatif.
La description et l’étude de ces systèmes est essentielle, car une fois caractérisés,ils permettent de comprendre les capacités métaboliques et les capacités d’adapta-tion des organismes (Alberts, 1998). De plus, certains systèmes sont associés à des îlotsgénomiques, comme les systèmes de sécrétion de type III et VI associés aux îlots depathogénicités (Pallen et Wren, 2007). Leur identification dans les GIs est essentielle àla compréhension de l’adaptation et de la diversité des écosystèmes procaryotes.
Les systèmes biologiques présentent une grande diversité de composition et d’or-ganisation. Premièrement, certains gènes peuvent être facultatifs ou spécifiques à cer-taines niches écologiques. Par exemple, la réparation de l’ADN repose sur RecA, uneprotéine clé de la recombinaison homologue, mais peut aussi emprunter des voies al-ternatives, comme les systèmes RecBCD chez Escherichia coli ou AddAB chez Helicobac-

ter pylori 10 (Dillingham et Kowalczykowski, 2008). Un autre exemple concerne le sys-tème de sécrétion T2SS (Korotkov et al., 2012), présent dans un grand nombre de bacté-ries Gram-négatives pathogènes et non pathogènes. Il est composé de 4 protéines es-sentielles à son fonctionnement : gspD, gspE, gspF et gspG, mais peut aussi être trouvédans les organismes avec des protéines supplémentaires facultatives : gspC, gspH, gspI,gspJ, gspK, gspL, gspM et gspN. Ces protéines facultatives peuvent être absentes danscertains taxons, comme chez les Chlamydiae pour T2SS (Abby et al., 2016). Ensuite, desgènes peuvent avoir des homologues avec d’autres systèmes, parfois même très dif-férents, rendant leur classification complexe. C’est notamment le cas du système desécrétion de type VI, qui présente des similitudes structurelles avec les phages à queuecontractile, suggérant une origine évolutive commune (Coulthurst, 2013). La dynamiqueévolutive des systèmes est également hétérogène. Certains composants sont forte-ment conservés, tandis que d’autres évoluent rapidement sous l’effet de pression de
10. Bactérie pathogène connue pour son rôle dans les infections gastriques et notamment dans lesulcères de l’estomac.
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sélection. C’est le cas des systèmes de défense (cf. sous-section 3.2.3), tels que les sys-tèmes CRISPR-Cas, dont la diversité des protéines Cas (permettent de découper l’ADNviral) reflète une adaptation continue contre les virus (Makarova et al., 2013). Cette va-riabilité complique alors l’identification des homologues par la seule comparaison deséquences.
3.2.2 . Méthodes de détection

l’identification de systèmes repose sur la combinaison de la recherche des gèneset sur leur organisation en contexte. En s’appuyant sur ces propriétés, on peut alorsidentifier des systèmes connus ou proches chez les organismes.
Avant les années 2000, la recherche de systèmes biologiques était basée sur desapproches phylogénétiques, en recherchant des homologues, ou par de l’annotationmanuelle de régions d’intérêt comme les GIs (Buchrieser et al., 1998). Des outils ont en-suite été développés pour détecter différents systèmes : les systèmes conjugatifs, lessystèmes de sécrétion, les systèmes de défenses contre les phages (sous-section 3.2.3)et les systèmes métaboliques. Leur évolution a suivi une trajectoire marquée par desavancées méthodologiques, passant de simples bases de données statiques à des mo-dèles probabilistes et des approches d’intelligence artificielle.

a. Systèmes de sécrétion et de conjugaison

Les premiers outils pour la recherche de systèmes spécifiques, tels que les systèmesde sécrétion, annotaient fonctionnellement les génomes pour identifier les gènes co-dant des fonctions connues des systèmes. En 2008, l’outil ICEberg (Bi et al., 2012) a étédéveloppé pour identifier les ICEs (cf. sous-section 2.2.2) à partir d’une base de donnéesde protéines annotéesmanuellement et d’un alignement avec BLASTp sur les génomes.Bien que régulièrement mise à jour (Wang et al., 2024b), cette base de données n’estpas adaptée à la détection des ICEs divergents, limitant ainsi son utilisation à des sys-tèmes bien caractérisés. Pour pallier ces limites, l’outil ICEscreen (Lao et al., 2022) a étédéveloppé afin de détecter les ICEs et IMEs (Integrative and Mobilizable Elements) desFirmicutes 11, qu’ils soient isolés ou intégrés dans des structures composites. Contrai-rement aux approches basées uniquement sur des bases de données de séquencesconnues, ICEscreen utilise des stratégies de détection basées sur des signatures gé-nétiques et des relations de synténie, permettant ainsi d’identifier des éléments plusdivergents ou moins bien caractérisés.
SecReT4 (Bi et al., 2013) a proposé une base de données spécifique pour la détectiondes systèmes de type IV (T4SS). Bien que cette approche soit utile, elle est limitée parla nécessité de mises à jour régulières et une couverture incomplète des systèmes desécrétion existants.
En 2014, MacSyFinder (Abby et al., 2014) a introduit une nouvelle approche en utili-sant une base de données HMM pour annoter les gènes dans les génomes. Il a éga-lement introduit la notion de modèle de système pour décrire les composants du sys-tème et son organisation génomique (figure I.3.5). Par exemple, les modèles TXSScan(Abby et al., 2016) permettent de détecter les systèmes de sécrétion, tandis que TFFScan(Denise et al., 2019) et CONJScan (Cury et al., 2017) sont utilisés pour les filaments de typeIV et les systèmes de conjugaison, respectivement.

11. Firmicutes, renommé en 2021 Bacillota est un phylum
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Figure I.3.5 – Exemple de modélisation de systèmes dans MacSyFinder. Extrait de (Abby et al., 2014)

Plus récemment, T4SEpre (Wang et al., 2014) et T4SEpp (Hu et al., 2024) ont utilisé desmodèles et desméthodes d’apprentissage automatique pour améliorer la sensibilité etla spécificité de la prédiction des systèmes T4SS.
b. Systèmes impliqués dans le métabolisme secondaire

En 2011, antiSMASH (Medema et al., 2011) a marqué une avancée majeure en au-tomatisant l’identification des groupes de gènes colocalisés impliqués dans une voiede biosynthèse, appelés Biosynthetic Gene Clusters (BGCs). Cette identification reposesur une vaste base de données de profils HMM, permettant la détection d’un largeéventail de BGCs, notamment les NRPS (peptides non ribosomiques), les PKS (polyké-tides), les RIPP (Ribosomally Synthesized and Post-translationally Modified Peptides) ainsique d’autres métabolites secondaires.
Des méthodes récentes, telles que DeepBGC (Hannigan et al., 2019) et GECCO (Car-roll et al., 2021), utilisent des modèles de deep learning et des approches de traitementdu langage naturel pour prédire les BGCs. Ces méthodes permettent une classifica-tion plus précise, bien qu’elles nécessitent une puissance de calcul importante et soientmoins accessibles aux microbiologistes que les outils classiques.
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3.2.3 . Les systèmes de défense aux phages

Dans leur environnement naturel, les procaryotes sont fréquemment exposés à l’in-fection par des phages. Au fil de l’évolution, ces virus ont développé une remarquablediversité de mécanismes leur permettant d’infecter un éventail plus ou moins larged’espèces. Ces dernières années, l’intérêt pour les phages s’est considérablement ac-cru, passant de 452 publications mentionnant le terme phage dans les MeSH Termsde PubMed en 2000 à 1250 en 2024. Cet engouement est notamment porté par la re-considération de la phagothérapie 12, une approche permettant de combattre les in-fections bactériennes (Boniver et al., 2022). Bien que cette stratégie thérapeutique aitété utilisée dès l’après Première Guerre mondiale, elle a progressivement été délaisséeau profit des antibiotiques. Toutefois, la montée alarmante des souches bactériennesmultirésistantes conduit aujourd’hui à réexaminer les phages comme une alternativethérapeutique.
Face à ces infections, les procaryotes ont, eux aussi, développé une vaste panopliede mécanismes regroupés sous le terme systèmes de défense contre les phages.Cette compétition entraîne une course coévolutive, menant à une diversification conti-nue des stratégies d’infection des phages et des systèmes de défense. Les microbiolo-gistes s’intéressent de plus en plus à ces interactions complexes, non seulement pourleurs applications pratiques en génétique moléculaire, comme l’exploitation des en-zymes de restriction, mais aussi pour leur potentiel dans le développement de la pha-gothérapie. La connaissance des mécanismes permettant à une souche de résister àune gamme spécifique de phages étant essentielle pour concevoir des traitements ef-ficaces et adaptés.

3.2.3.1 . Phages : retour sur les virus de bactéries

Les virus infectant les bactéries, connus sous le nom de bactériophages ou phages,ont été observés pour la première fois en 1915 et décrits officiellement par Félix d’Hé-relle. Ces phages, dont la taille varie entre 20 et 200 nanomètres, présentent une grandediversité de formes. Leur matériel génétique peut être constitué d’ADN ou d’ARN, ensimple ou double brin (figure I.3.6). Chaque phage possède un spectre d’hôtes spéci-fique, i.e, qu’il ne peut infecter qu’un nombre restreint et défini d’espèces procaryotes.
Les phages ne sont pas capables de répliquer leur propre matériel génétique, c’estpourquoi ils infectent les cellules procaryotes, afin d’utiliser les systèmes de réplicationde l’hôte. Une fois que le matériel a été répliqué (des milliers de fois), les nouveauxphages seront libérés dans l’environnement en lysant la cellule (ouverture de la paroi).Le cycle d’infection, réplication, libération existe sous 2 formes définissant 2 catégoriesde phages (figure I.3.7). Le cycle lytique, réalisé par les phages virulents, correspond àun cycle court où le phage détruit l’hôte à la fin de sa réplication. Le cycle lysogénique,opéré par les phages tempérés, réfère à un phage qui va rester dans la cellule pendantplusieurs cycles de réplication de l’hôte. Dans ce cas, le matériel génétique peut s’inté-grer au chromosome de l’hôte et se répliquer avec lui, on parle de région prophagique,ou rester dans le cytoplasme sous forme d’épisome et se répliquer indépendammentcomme un plasmide.

12. Utilisation des phages pour traiter certaines maladies en ciblant sélectivement les cellules.
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Figure I.3.6 – Diversité morphologique des phages. Auteur : Philippe Le Mercier - ViralZone SIB SwissInstitute of Bioinformatics

Figure I.3.7 – Cycle de vie des phages. Extrait de (Campbell, 2003)
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3.2.3.2 . Mécanismes de défense contre les phages

Pour se défendre contre les phages, les procaryotes ont développé un arsenal pourse protéger : les systèmes de défense contre les phages 13 (Makarova et al., 2013). Un sys-tème de défense correspond à un ensemble de protéines qui vont empêcher l’infectiondu phage et donc empêcher la destruction de la cellule. Ils peuvent agir demanière trèsdiverse et à différents moments du cycle de vie du phage.
Les premiers systèmes de défense ont été identifiés dans les années 50, il s’agit dessystèmes de restriction-modification (RM) (Bertani et Weigle, 1953). Ces systèmes sontcomposés de deux fonctions principales, généralement assurées par deux protéinesdistinctes : la reconnaissance et la coupure de l’ADN étranger (REase), et la modifica-tion par méthylation (MTase) pour protéger l’ADN de la coupure. La REase n’étant passpécifique, l’action de laMTase permet de prévenir et de protéger les réplicons de l’hôtecontre les coupures.
C’est à partir des années 2000 que de nouveaux systèmes de défense ont été identi-fiés. Les systèmes CRISPR-Cas, connus notamment aujourd’hui pour leur application enmédecine et en génétique en tant que ciseauxmoléculaires(Haft et al., 2005; Barrangou

et al., 2007) 14 pour découper des séquences d’ADN cible. Les CRISPRs correspondent àdes clusters de séquences palindromiques répétées et régulièrement espacées par desrégions appelées spacer. Les séquences CRISPR sont associées à des protéines Cas dontla première fonction est de se lier à des transcrits de spacer pour identifier spécifique-ment l’ADN étranger dans la cellule et de le découper. La seconde fonction va être derécupérer cet ADN pour l’intégrer dans le chromosome entre des séquences CRISPRet en faire un nouveau spacer. Certains de ces spacers correspondent à des séquencesd’ADN phagique et seront utilisés par des protéines Cas pour combattre l’infection vi-rale. Les systèmes CRISPR-Cas permettent donc à la cellule de répondre efficacementaux infections par des phages connus, mais aussi de construire une mémoire des in-fections phagiques.
Il existe également des systèmes d’infection abortive (Abi, pour Abortive infection enanglais) qui entraînent la mort de l’hôte avant la réplication du phage (Molineux, 1991).Contrairement aux mécanismes précédents qui protègent l’hôte de l’infection, ces mé-canismes permettent de protéger les bactéries environnantes en empêchant le phagede se multiplier. Récemment, la découverte récente de nouveaux systèmes Abi a menéà revoir leur définition et leur classification en tant que mécanisme de défense est dis-cutée. Dans leur article, Aframian et Eldar soutiennent que Abi ne doit pas être consi-déré comme un système de défense, mais comme une issue possible pour l’organisme,qu’il peut emprunter dans certaines conditions (Aframian et Eldar, 2023).
Aujourd’hui, plus de 150 systèmes sont référencés et pour la majorité, ils ont étédécouverts dans les 10 dernières années, suite à l’intérêt croissant pour les phages etleur application, mais aussi au développement deméthodes pour les détecter. En 2018,Doron, Melamed et al. (Doron et al., 2018) ont étudié les gènes localisés à proximitéde systèmes de défense. Les systèmes de défense étant concentrés dans les îlots gé-nomiques (îlots de défense)(Makarova et al., 2011), ils ont spécifiquement étudié cesrégions. Ils ont ainsi pu identifier 26 nouveaux systèmes de défense, dont 9 qui ont puêtre confirmés expérimentalement. Les études suivantes, qui ont permis d’identifier denouveaux systèmes, se basent sur la même stratégie.

13. que nous raccourcirons en systèmes de défense dans cette partie14. Emmanuelle Charpentier et Jennifer A. Doudna ont reçu le prix Nobel de chimie en 2020 pour avoirdécouvert les ciseaux génétiques CRISPR/Cas9
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Les systèmes de défense peuvent être classés en 3 grandes catégories (figure I.3.8) :
(i) Les systèmes qui reconnaissent l’ADN des phages, utilisent des séquences d’ADNpour identifier et dégrader l’ADN viral, offrant ainsi une immunité adaptative ;
(ii) Les systèmes qui reconnaissent les protéines de phages, tels que les systèmesAVAST (Gao et al., 2020), ciblent et inactivent les protéines essentielles des phages,empêchant ainsi leur réplication ;
(iii) les systèmes surveillant l’intégrité de la cellule, comme le système toxine-antitoxine :ToxIN (Guegler et Laub, 2021), déclenchent des réponses suicidaires ou de dor-mance cellulaire en réponse à des dommages ou stress induits par les phages,limitant ainsi la propagation de l’infection.
D’autres systèmes, bien quemoins caractérisés, jouent un rôle tout aussi important,incluant des mécanismes diversifiés qui interfèrent avec différentes étapes du cyclede vie des phages. Par exemple, le système CBASS (Cyclic oligonucleotide-Based Anti-phage Signaling System), déclenche une réponse suicidaire contrôlée en cas d’infectionvirale, empêchant ainsi la propagation du phage. Un autre exemple est celui des sys-tèmes viperin 15, inhibent la réplication virale en produisant des analogues de nucléo-tides modifiés qui bloquent la transcription de l’ADN phagique en agissant comme deschaînes de terminaison précoce. Ces stratégies contribuent à la résistance bactérienneglobale contre les infections virales.

15. Système homologue à celui des eucaryotes
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Figure I.3.8 – Diversité des systèmes de défenses aux phages. a) Systèmes de détection d’ADN étran-ger. b) Systèmes sensibles aux protéines phagiques. c) Systèmes de surveillance de l’intégrité de l’hôte.
d) Autres mécanismes. Extrait de (Georjon et Bernheim, 2023)
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Dans lemême temps, avec l’émergenced’outils de détection (cf. sous-sous-section 3.2.3.3),on s’intéresse à la distribution de ces systèmes dans les espèces procaryotes. Bern-heim et Sorek (Bernheim et Sorek, 2020) ont montré qu’au sein d’une espèce toutesles souches ne présentent pas les mêmes systèmes et que les organismes s’échangentdes systèmes par transfert horizontal. Cette propriété permet aux organismes de ra-pidement s’adapter aux phages présents dans l’environnement. Le système immuni-taire doit donc être considéré comme l’ensemble des systèmes présents dans les or-ganismes de l’environnement. En 2022, Tesson et al. a montré que la composition ensystèmes de défense varie entre les espèces, mais aussi selon la taille du génome, lerisque d’infection et le mode de vie (Tesson et al., 2022). La composition en systèmes dedéfense est aussi étroitement liée aux phages qui peuvent infecter la bactérie, et réci-proquement (Srikant et al., 2022). Pour terminer, Beavogui et al. se sont intéressés ausystème immunitaire dans les données de génomique environnementale et ont mon-tré une distribution différente des systèmes de défense en fonction de l’habitat et dela géographie (Beavogui et al., 2024).
Toutes ces études ont été permises par l’arrivée deméthodes et d’outils de détectionautomatique des systèmes de défense dans les génomes.

3.2.3.3 . Méthodes et outils de détection

Les premiers outils de détection dans les génomes, étaient spécialisés dans l’iden-tification des systèmes CRISPR. Leur approche reposait sur la recherche de séquencesrépétées intercalées de séquences uniques, grâce à desméthodes d’alignement. PILER-CR (Edgar, 2007) identifie d’abord toutes les séquences répétées palindromiques, sé-lectionne celles correspondant aux CRISPR (24 à 48 pb, séparées par des séquencesuniques), puis affine leur détection grâce à une approche basée sur l’analyse de grapheset le partitionnement. L’outil CRT (Bland et al., 2007), utilise des k-mers pour rechercherdes séquences répétées d’une taille donnée, éloignées d’une distance définie et dontla séquence est unique. Ces 2 méthodes sont rapides et ont l’intérêt de détecter toutesles séquences répétées candidates pour être des CRISPR. L’outil CRISPRFinder (Grissa
et al., 2007), va suivre un schéma similaire aux outils précédents, mais va introduireune notion de score, qui prend en compte le nombre de répétitions, leur taille, la régu-larité et la taille des espacements. De plus, une fois les séquences candidates filtrées,pour améliorer sa précision, CRISPRFinder peut comparer les candidats à sa base dedonnées de CRISPRs validées.

Avec l’accumulation des connaissances autour des CRISPRs et des séquences envi-ronnantes qui les composent, les outils vont intégrer de nouveaux critères de détection.Des outils comme CRISPRstrand(Alkhnbashi et al., 2014), CRISPRDirection(Biswas et al.,2014) utilisent les séquences d’ARNcr 16, d’autres utilisent les séquences leader 17 commeCRISPRleader (Alkhnbashi et al., 2016). La première version de MacSyFinder (Abby et al.,2014) intégrait une base de données de profil HMM et de modèles CasFinder, pouridentifier les protéines Cas et autres séquences connues proches pour identifier lessystèmes CRISPR-Cas. En 2018, une version hybride entre CRISPRFinder et CasFinderest proposée : CRISPRCasFinder (Couvin et al., 2018). Cet outil permet de prendre encompte la structure des CRISPR et des spacers, ainsi que les gènes environnants, pourdétecter finement les systèmes CRISPR-Cas.
16. Les ARNcr, sont un type d’ARN contenant le transcrit d’une partie du CRISPR et le spacer. Ils sontutilisés dans la reconnaissance spécifique de l’ADN étranger.17. Une séquence séparant les CRISPR des gènes codant pour les Cas.
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En 2021, la découverte de nombreux nouveaux systèmes de défense a conduit audéveloppement d’outils, comme PADLOC (Payne et al., 2021), pour leur identificationdans les génomes. PADLOC s’appuie sur une base de données HMM et de modèlesdécrivant les systèmes inspirés de la grammaire des modèles de MacSyFinder (Abby
et al., 2014). Peu après, DefenseFinder (Tesson et al., 2022) a été publié, adoptant uneapproche méthodologique similaire reposant sur MacSyFinder pour la détection. Bienque ces outils partagent un même principe de fonctionnement, ils diffèrent principa-lement dans la construction des profils HMM et dans les règles de détection des sys-tèmes. PADLOC génère des HMMs entièrement de novo, ie qu’il construit sa propre basede données de profils, tandis que DefenseFinder s’appuie en partie sur des bases dedonnées de protéines existantes, comme Pfam (Mistry et al., 2021). Par ailleurs, PADLOCprivilégie une approche fondée sur des modèles plus généralistes, intégrant des règlesplus flexibles afin de faciliter l’identification de systèmes proches de ceux connus. À l’in-verse, DefenseFinder adopte des modèles plus stricts, intégrant un plus grand nombrede paramètres pour affiner la classification des systèmes identifiés. Ainsi, le choix entreces deux outils doit être guidé par les objectifs spécifiques de l’étude. PADLOC constitueune solution privilégiée pour les analyses exploratoires visant à détecter de nouveauxsystèmes proches, tandis que DefenseFinder se révèle plus adapté aux études néces-sitant une identification précise et rigoureuse des systèmes déjà caractérisés.

3.3 . Génomique à l’ère du Big Data

Avec l’évolution des méthodes de séquençage et la diminution des coûts, de plusen plus de projets de recherche s’appuient sur le séquençage des génomes pour fairedes analyses de génomique comparée. Les chercheurs peuvent ensuite rendre ces sé-quences publiques et les déposer dans des banques de données (BD) de génomes,comme GenBank (Burks et al., 1985). GenBank est la BD de séquence du National Center
for Biotechnology Information (NCBI), toutes les séquences qui y sont soumises passentun contrôle d’intégrité et de qualité, avant d’être annotées automatiquement. Entre2010 et 2025, le nombre de génomes stockés dans GenBank a connu une croissance ex-ponentielle, passant dequelquesmilliers à plus de 2,5millions de génomes. (figure I.3.9).

À partir des génomes annotés, il est possible d’obtenir la traduction des gènes enséquences protéiques, prédire leurs fonctions, leurs structures. . .Toutes ces informa-tions vont également être contenues dans des BD spécifiques pour aider aux analyses.Les BD peuvent aussi être thématiques, en contenant uniquement les génomes d’uneespèce ou d’une région géographique, par exemple.
Avec l’essor du Big Data, les méthodes de génomique comparée vont être amélio-rées et adaptées afin d’analyser efficacement ce nouvel immense volume de données.

3.3.1 . Base de données génomiques

L’existence et l’accessibilité des bases de données biologiques sont fondamentalespour l’annotation, la classification et l’analyse des séquences génomiques et protéiques.Parmi ces ressources, plusieurs se distinguent par leur spécialisation.
Parmi les bases de données de référence de génomes, RefSeq (Pruitt et al., 2007),développée etmaintenue par le NCBI, se distingue par la qualité et la fiabilité de ses an-notations. Contrairement àGenBank, alimentée par des soumissions d’utilisateurs, Ref-Seq compile des séquences rigoureusement validées, incluant des ARNet des protéines
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Figure I.3.9 –Nombre de génomes cumulés par an dans GenBank. Les génomes pris en compte sontuniquement ceux des procaryotes. Les espèces indiquées en légende sont les plus représentées dansGenBank. Construit avec l’outil drawbank https://github.com/axbazin/drawbank

issus d’une grande diversité d’organismes. Son processus de standardisation strict enfait une ressource incontournable pour la génomique comparative et une base essen-tielle pour des outils phares du NCBI, comme BLAST. En complément des séquencesindividuelles, RefSeq propose des ensembles complets de génomes annotés, notam-ment pour des organismes modèles et des pathogènes.
Dans le domaine des protéines, UniProt (The UniProt Consortium, 2025) est uneressource incontournable pour l’annotation et l’analyse des séquences protéiques. Elleest développée et maintenue par un consortium composé de l’European Bioinformatics

Institute (EMBL-EBI), le Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) et la Protein Information Re-
source (PIR). Elle se divise en 3sections : (i) UniProtKB (KnowledgeBase), qui comprenddes annotations détaillées sur les protéines et est divisé en Swiss-Prot (annotationsmanuelles et validées) et TrEMBL (annotations automatiques) (Apweiler et al., 2004;Bairoch et al., 2004) ; (ii)UniRef (UniProt Reference Clusters), qui regroupe des séquencesnon redondantes à différents seuils de similarité (Suzek et al., 2007) ; (iii) UniParc (Uni-
Prot Archive), une archive complète de toutes les séquences protéiques connues, indé-pendamment de leur source. Cette base de données est essentielle pour la modélisa-tion structurale des protéines, la découverte de cibles thérapeutiques et la génomiquefonctionnelle.

GTDB (Genome Taxonomy Database) (Parks et al., 2018) propose une taxonomierévisée des génomes procaryotes, fondée sur des analyses phylogénomiques. Contrai-rement aux approches classiques reposant sur des critères phénotypiques, GTDB uti-lise une approche purement génomique basée sur l’analyse comparée de 120 gènesmarqueurs afin d’harmoniser la classification. Comme l’illustre la figure I.3.10, cette ap-proche permet d’obtenir une taxonomie plus homogène que celle du NCBI. De plus,GTDB intègre les génomes environnementaux et non cultivables issus demétagénomes,facilitant ainsi l’identification de nouvelles espèces et l’exploration de la diversitémicro-bienne selon des critères plus objectifs.

53

https://github.com/axbazin/drawbank


Figure I.3.10 – Comparaison de l’homogénéité des rangs taxonomiques entre le NCBI et GTDB. Les2 figures représentent le même arbre avec à gauche la taxonomie proposée par le NCBI et à droite celleproposée par GTDB. Copié de (Gautreau, 2020) et adapté de (Parks et al., 2018)

L’analyse des communautésmicrobiennes complexes repose sur des bases de don-nées spécialisées comme MGnify 18 (Richardson et al., 2023), une plateforme dévelop-pée par l’EMBL-EBI dédiée à l’étude des données métagénomiques. Contrairement auxbases centrées sur des séquences génétiques isolées, MGnify s’intéresse aux micro-biomesprésents dans divers environnements tels que le sol, les océans, les eauxdouces,le microbiote humain ou encore les milieux extrêmes. En plus de stocker des données,elle propose des outils bioinformatiques avancés pour l’assemblage, l’annotation etl’analyse fonctionnelle des communautés microbiennes. MGnify permet ainsi d’identi-fier les espèces présentes dans un échantillon via des approches de taxonomie baséessur l’ARNr 16S/18S, de prédire les fonctions métaboliques des microbiomes et d’étudierleurs interactions avec l’environnement. Cette ressource est devenue incontournableen écologie microbienne et en biotechnologie.
Dans le domaine de la résistance aux antibiotiques, CARD (Comprehensive Antibiotic

Resistance Database) (McArthur et al., 2013) est une base de données spécialisée qui re-groupe des informations sur les gènes de résistance, les mutations associées et les mé-canismes moléculaires impliqués. Elle est notamment utilisée pour identifier les gènesde résistance dans des échantillons génomiques en utilisant l’outil RGI (Alcock et al.,2023), et métagénomiques grâce à l’outil CARPDM (Hackenberger et al., 2024). CARDadopte une nomenclature standardisée basée sur l’ontologie ARO (Antibiotic Resistance
Ontology) pour classifier les résistances selon leur mode d’action et leur mode de trans-mission, facilitant ainsi l’étude et la surveillance des résistances aux antibiotiques.

Enfin, pour les chercheurs spécialisés dans l’étude des bactéries du genre Pseudo-monas, la Pseudomonas Genome Database (PGD) constitue une ressource précieuse(Winsor et al., 2016). Cette base de données centralise des informations sur le séquen-çage et l’annotation des génomes des différentes espèces de Pseudomonas, un groupebactérien d’importance en médecine, en agriculture et en biotechnologie. PGD fournitdes annotations génomiques détaillées, des informations fonctionnelles et des des-criptions précises des voies métaboliques. De plus, les données y sont validées pardes experts du domaine. La plateforme permet également des analyses comparativesentre souches, offrant ainsi un outil puissant pour l’étude de la diversité génétique etfonctionnelle de ces bactéries.
18. anciennement nommé EBI Metagenomics (Hunter et al., 2014)
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Chacune de ces bases de données joue un rôle clé dans l’analyse des génomes etdes protéines, en apportant des solutions adaptées aux besoins des microbiologistes.Leur complémentarité permet une exploration approfondie des données biologiqueset contribue aux avancées scientifiques dans de nombreux domaines.
3.3.2 . Bases de données orientées graphe et données biologiques

Les premières bases de données biologiques ont été construites sur un modèle re-lationnel, fondé sur l’organisation des données en tables où chaque ligne représenteun élément et chaque colonne un attribut de cet élément. Pour établir des relationsentre ces entités, chaque élément se voit attribuer un identifiant unique, qui est en-suite utilisé dans des tables de correspondance reliant différents éléments entre eux.Ce modèle s’avère particulièrement pertinent lorsque les données sont relativementstables et que les relations entre éléments sont peu nombreuses et secondaires parrapport aux attributs eux-mêmes. Il permet ainsi de stocker efficacement un génomeet ses métadonnées associées, telles que l’organisme d’origine, le laboratoire de sé-quençage, la date d’obtention ou encore les publications qui y sont liées.
Toutefois, avec l’accroissement massif des données biologiques, ces BD relation-nelles, appelées aussi SQL 19, atteignent leurs limites. Lorsque les données deviennentextrêmement connectées, interroger ces BD nécessite des requêtes complexes et desressources computationnelles importantes, ce qui peut ralentir l’accès et l’analyse desinformations (Hsu et al., 2014). Pour pallier ces contraintes, de nouveauxmodèles émer-gents, privilégiant une approche non seulement relationnelle (NoSQL). Il existe plu-sieurs types de BD NoSQL, ici, nous nous focaliserons sur un type particulier : les basesde données orientées graphe (BDG).
Contrairement auxbases relationnelles, les BDGmodélisent les données sous formede graphes, où les nœuds représentent les éléments et les arêtes définissent leurs re-lations. Ce modèle offre une représentation plus intuitive des connexions complexes,ce qui est particulièrement utile pour l’analyse des réseaux biologiques, comme lesinteractions entre protéines, les relations entre gènes ou encore les mécanismes derésistance aux antibiotiques. De plus, bien que ces bases reposent sur une structuredifférente, il reste possible de traduire un graphe en une base relationnelle, commeillustré sur la figure I.3.11.
Parmi les bases de données et outils qui exploitent ces nouveaux modèles, GDM(Genomic Data Model) et GMQL (Genomic Metadata Query Language) illustrent bienl’évolution vers des architectures plus flexibles adaptées aux vastes ensembles de don-nées génomiques (Masseroli et al., 2015; Masseroli et al., 2016). GDM est un modèleconçu pour gérer efficacement des données hétérogènes issues de la génomique, enintégrant à la fois des informations sur les séquences et leurs annotations. Dans cetteperspective, GMQL se présente comme un langage de requête avancé permettant d’in-terroger ces bases demanière optimisée, facilitant l’exploration et l’intégration de don-nées. Grâce à son interaction avec un modèle orienté graphe, GMQL améliore la capa-cité à interroger et à analyser de grands ensembles de données interconnectées, ren-dant possible l’identification rapide de corrélations complexes entre différentes sourcesd’information génomique.

19. SQL réfère au langage de requête de ces bases, mais par abus de langage, on parle de base SQL
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(a) Base de données relationnelle (b) Base de données graphe
Figure I.3.11 – Comparaison des modèles entre une base de données relationnelle et une base
de données orientées graphe. (a) Les tables contenant les informations sont représentées en blanc etles tables de jointure en jaune. (b) Les nœuds représentent les informations et les arêtes les relations(jointure). Extrait de (Timón-Reina et al., 2021)

Dans le domaine du Web sémantique, BioRDF (Cheung et al., 2009) permet de mo-déliser et d’interconnecter des ressources issues des DB, biomédicales en particulier.Reposant sur le Ressource Description Framework (RDF), cette approche permet de relierdes concepts biologiques de manière standardisée, permettant ainsi une interopéra-bilité accrue entre les systèmes et l’extraction de nouvelles connaissances à partir deréseaux complexes. RDF est un modèle de données qui représente l’information sousforme de graphes. Chaque déclaration RDF est un triplet composé d’un sujet, d’un pré-dicat et d’un objet, ce qui forme naturellement une structure de graphe. BioRDF estutilisé dans diverses applications biologiques, y compris la création de workflows bio-informatiques, l’annotation de séquences protéiques, et la modélisation de voies bio-logiques. Des outils comme Taverna (Oinn et al., 2004) sont utilisés pour composer etexécuter ces workflows.
Un autre exemple de base de données orientée graphe est KEGG (Kyoto Encyclo-

pedia of Genes and Genomes), une ressource essentielle pour l’analyse des voies méta-boliques, des interactions moléculaires et des relations entre gènes et maladies (Kane-hisa et al., 2025). Contrairement aux bases relationnelles classiques, KEGG structure sesdonnées sous forme de graphes de réseaux métaboliques, où les nœuds représententdes gènes, des protéines ou des petites molécules, interconnectés à travers des réac-tions biochimiques représentées par les arêtes. Cette organisation permet d’étudierle fonctionnement des systèmes biologiques à grande échelle et d’identifier des ciblespotentielles pour le développement de nouvelles thérapies.
Ces bases de données sont également utilisées par des outils pour réaliser des ana-lyses et des prédictions. C’est le cas de Spfy (Le et al., 2018), qui permet de prédiredes phénotypes bactériens sur de nouveaux échantillons à partir d’une base de don-néesMongoDB 20 (Guo, 2017). Spfy est capable de prédire des caractéristiques phénoty-piques importantes telles que le sérotype, le sous-type de la toxine Shiga (toxine sécré-tée par les bactéries E. coli), ainsi que la présence de facteurs de virulence et de déter-minants de résistance aux antimicrobiens. Actuellement, la base de données contientplus de 10 000 génomes de Escherichia coli.

20. MongoDB, une base orientée documents, adapté aux ensembles de données évolutifs et hétéro-gènes.

56



Enfin, l’utilisation des bases de données orientées graphe s’est intensifiée avec dessystèmes de gestion de base de données orientée graphe open-source comme Neo4J,qui a été largement exploité dans des projets tels que CovidGraph (Gütebier et al., 2022).Ce dernier est un réseau de connaissances conçu pour analyser la littérature scienti-fique, les bases de données biomédicales et les publications liées au SARS-CoV-2. Enstructurant ces informations sous forme de nœuds et d’arêtes, Neo4J permet d’explo-rer efficacement les relations complexes entre les études, les auteurs, les interactionsmoléculaires et les traitements potentiels contre la maladie.
Ces nouvelles approches et ces outils illustrent la transition vers des modèles debases de données plus dynamiques et adaptés aux défis de la biologie moderne. Quece soit par l’utilisation de langages de requête spécialisés, de technologies sémantiques,demodèles en grapheou encore debasesNoSQL, ces solutions permettent une gestionplus efficace des données biomédicales et ouvrent la voie à des analyses plus appro-fondies dans le domaine des sciences de la vie.

3.3.3 . L’intelligence artificielle au service de la génomique comparée

3.3.3.1 . Définitions et concepts

Avec l’accumulation massive de données, la génomique est désormais confrontéeaux défis du Big Data, tant en termes de volume que de complexité. Les bioinformati-ciens se tournent donc vers des méthodes développées dans la science des données(data science) et particulièrement vers l’intelligence artificielle (IA). L’intelligence artifi-cielle regroupe un ensemble de techniques permettant aux machines de reproduirecertaines facultés cognitives humaines, telles que l’apprentissage, le raisonnement etla résolution de problèmes. Elle s’appuie sur divers domaines de recherche définissantle traitement des données, la prise de décision et l’adaptation des algorithmes aux in-formations reçues. Ici, nous nous intéresserons à un champ de recherche particulière-ment utilisé en bioinformatique, celui de l’apprentissage automatique (machine learning
en anglais, ML).

Les méthodes de ML correspondent à des méthodes qui s’améliorent par l’appren-tissage ou l’entraînement. Pour fonctionner, elles ont besoin de grands jeux de don-nées, bien définis. Elles sont donc bien adaptées à la génomique du Big Data. Dans uneapplication de ML (figure I.3.12), après avoir bien défini les données d’entrée et la pré-diction attendue, une phase d’apprentissage permet de construire le modèle le plusadapté. La première étape de l’apprentissage consiste à entraîner le modèle sur unjeu de données (d’entraînement) pour sélectionner les caractéristiques les plus perti-nentes et estimer les meilleurs paramètres du modèle. Une deuxième étape d’évalua-tion (ou de test) mesure les performances dumodèle, i.e., la divergence avec le résultatattendu 21. En fonction de l’évaluation, un nouvel apprentissage peut être relancé pouraméliorer le modèle. Même si le modèle ne sera jamais idéal, le choix des jeux d’entraî-nement et de test permet de s’approcher au mieux de la prédiction souhaitée.

21. Cette divergence est mesurée par la fonction de perte ou de coût
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Figure I.3.12 – Schéma général d’une application demachine learning pour l’assignation de carac-
téristiques moléculaires et phénotypiques. Le schéma correspond à l’application d’un modèle super-visé où les données d’entrée sont étiquetées et dont la prédiction attendue est, elle aussi, une étiquette.Extrait de (Asnicar et al., 2024)
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Les méthodes de machine learning peuvent être divisées en 2 grandes catégories :(i) l’apprentissage supervisé ; (ii) l’apprentissage non supervisée.
Les modèles supervisés permettent d’assigner des étiquettes aux données. Dansce cas, les données du jeu d’entraînement et de test sont étiquetées par le résultat at-tendu (à priori). La figure I.3.12, présente un ensemble d’échantillons dont on possèdeles informations d’intérêt. Lemodèle entraîné est appliqué sur un nouvel échantillon etpermet donc de prédire les informations jusqu’alors inconnues. Par exemple, en entraî-nant un classificateur supervisé (tel qu’un modèle de régression) sur des assignationsgénome-espèce connues, et en utilisant la présence ou l’absence de gènes marqueurscomme caractéristiques, il devient possible d’attribuer une taxonomie à un nouveaugénome.
Lesmodèles non supervisés permettent de rechercher des structures dans des don-nées sans nécessité d’étiquettes. Dans ce cas, après la phase d’entraînement, il y a uneautoévaluation du modèle basée sur un renforcement positif. Par exemple, si l’on s’in-téresse aux gènes impliqués dans la croissance bactérienne, les modèles peuvent par-titionner les groupes de gènes présentant des profils d’expression génique similairesreflétant la croissance cellulaire. Les modèles non supervisés ont l’intérêt de pouvoirrésoudre des problèmes plus complexes, sans avoir besoin de données annotées ; parcontre, ils sont beaucoup plus imprévisibles que les modèles supervisés.

Figure I.3.13 – Exemple d’application de méthode non supervisée. Le HeatMap représente pourchaque souche la présence/absence d’un ensemble de protéines. La méthode de clustering (ici une Ana-lyse en composantes principales) permet d’identifier 2 groupes dans les souches, correspondant à 2groupes taxonomiques. Extrait et adapté de (Asnicar et al., 2024)
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Figure I.3.14 – Représentation d’un réseau de neurones à 3 couches. Extrait de https://www.
aspexit.com/reseau-de-neurones-on-va-essayer-de-demystifier-un-peu-tout-ca-1/

Dans les années 2010, un sous-domaine de l’apprentissage automatique gagne enpopularité, l’apprentissage profond (deep learning en anglais DL) 22. Les algorithmes deDL sont basés sur le concept de réseaux neuronaux (artificiels). Ces réseaux peuventêtre représentés sous forme d’un graphe orienté, pondéré et étiqueté, comme sur lafigure I.3.14. Ce réseau est organisé en couches successives, avec une couche d’entrée(à gauche) correspondant aux données brutes, des couches cachées (au centre) qui ef-fectuent des transformations des données et extraient des caractéristiques, et enfinune couche de sortie (à droite) qui contient la prédiction. L’intérêt du DL réside dans sacapacité à extraire automatiquement les caractéristiques pertinentes lorsque les don-nées passent dans les couches cachées. Plus le nombre de couches est élevé, plus lemodèle peut apprendre, plus les questions que l’on pose peuvent être complexes etles réponses précises. Cependant, en augmentant la complexité, on augmente aussi ladifficulté d’interprétation 23.
Réaliser une étude de ML/DL peut être un problème épineux. Il faut d’abord avoirune bonne compréhension des données pour s’orienter vers des méthodes supervi-sées ou non, et choisir entre l’apprentissage traditionnel et profond (cf. tableau I.3.2 &tableau I.3.3). Il convient également de s’assurer de la qualité des données ; si le mo-dèle apprend sur des données corrompues, les prédictions seront fausses. Ceci fait,on choisit un modèle et des paramètres, dont on évalue les performances. L’indica-teur doit être choisi judicieusement pour refléter correctement l’efficacité du modèle.L’évaluation du modèle doit aussi être reproductible, i.e. testée sur de nouveaux jeuxde données via des approches comme la validation croisée entre ensembles distincts.Un autre point d’attention est celui du sur-apprentissage (overfitting en anglais). Unmo-dèle trop complexe risque de capturer non seulement les relations sous-jacentes, maisaussi le bruit des données, menant ainsi à des résultats biaisés. Tous ces points sontsuffisamment importants pour que finalement "Le choix d’un algorithme d’apprentis-sage automatique particulier [est] moins important que son application et son utilisa-tion correctes et différents algorithmes d’apprentissage automatique appliqués de labonne manière devraient fournir des résultats cohérents." (Asnicar et al., 2024).

22. Les premières approches de DL datent des années 1940. Le terme regagne en popularité en 2006suite à l’article de Geoffrey Hinton and Ruslan Salakhutdinov (Hinton et al., 2006)23. On parle parfois de boite noire dans les modèles les plus complexes dans le sens où, dans lescouches cachées, il est souvent difficile de savoir comment les données ont été transformées et classées.
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Table I.3.3 – Méthodes de Deep Learning. Extrait et adapté de (Greener et al., 2022)
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3.3.3.2 . Application de la génomique comparée pour l’étude des procaryotes

L’application des méthodes de ML à l’étude des génomes procaryotes a permisd’améliorer l’identification et l’annotation des séquences génétiques, notamment grâceà la capacité des algorithmes ML à reconnaître des motifs complexes et à traiter degrandes quantités de données. Plusieurs outils exploitant ces techniques ont émergé,chacun se concentrant sur des aspects spécifiques de l’analyse génomique.
Nucleic Transformer (He et al., 2023) est un outil basé sur l’apprentissage profondconçu pour l’analyse et la classification des séquences d’acides nucléiques. Il utilise unecombinaison de mécanismes d’auto-attention et de convolutions pour identifier desmotifs complexes dans l’ADN et l’ARN. L’auto-attention permet au modèle de captu-rer des relations à longue distance entre les bases nucléiques, tandis que les convolu-tions sont efficaces pour détecter des motifs locaux récurrents. Son architecture per-met d’analyser de grands ensembles de données génomiques tout en maintenant uneprécision élevée. L’une des analyses réalisables avec Nucleic Transformer est l’identifi-cation des promoteurs bactériens. Dans l’article de He et al., Nucleic Transformer estentraîné et testé sur un jeu de données de 5 720 séquences, dont lamoitié sont des pro-motrices. Les prédictions du modèle surpassent celles des outils classiques d’environ 2%. D’autres applications sont possibles, comme classifier des génomes viraux ou iden-tifier des éléments régulateurs dans les génomes, facilitant ainsi l’étude des réseaux derégulation et des adaptations microbiennes.
ResFinder(Zankari et al., 2012) est un outil initialement développé sans modèle deML. ResFinder fournissait une base de données de gènes de résistance aux antibio-tiques et les séquences étaient alignées (avec BLAST) sur cette base de données. Danssa version 4.0 (Bortolaia et al., 2020), il intègre la notion de combinaisons entre des ré-sistances et des espèces bactériennes. Cetteméthode permet d’obtenir des prédictionsfiables pour les organismes et les gènes de résistance bien connus. Cependant, pourceux qui sont moins étudiés, les prédictions sont moins précises. En 2022, ResFinderintègre des méthodes de ML pour combler ce manque (Florensa et al., 2022). Grâce àdes algorithmes d’apprentissage supervisé, il peut identifier des signatures génétiquesassociées à des résistances spécifiques. L’avantage principal de ResFinder réside danssa DB de haute qualité, garantissant un apprentissage fiable des modèles. D’autresméthodes utilisaient déjà des modèles de ML pour identifier les gènes de résistance,par exemple le modèle de classification Random-forest (Aytan-Aktug et al., 2021), ou desréseaux de neurones (Aytan-Aktug et al., 2020).
Kaiju (Menzel et al., 2016) est un classificateur taxonomique qui utilise des approchesde machine learning pour identifier rapidement des microorganismes à partir de don-nées métagénomiques. Contrairement aux méthodes d’alignement classiques, il re-pose sur une approche fondée sur les k-mers et des techniques de classification, ce quilui permet d’annoter efficacement des séquences, y compris lorsqu’elles sont courteset fragmentées. Kaiju exploite des structures algorithmiques avancées, notamment laBurrows-Wheeler Transform (BWT), qui réorganise les séquences pour optimiser la re-cherche rapide de motifs, et les Maximums Exact Matches (MEMs), qui détectent lesplus longues sous-séquences exactes partagées entre un fragment et une base de ré-férence. Ces méthodes permettent d’accélérer l’identification des séquences en com-parant directement les fragments d’ADN à une base de données de génomes de ré-férence. Cette stratégie réduit le besoin d’alignement global, rendant l’analyse plus ra-pide et plus adaptée pour de grands volumes de données. Grâce à cette architecture
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hybride combinant algorithmes efficaces et modèles d’apprentissage, Kaiju est particu-lièrement adapté à l’analyse d’échantillons environnementaux et cliniques.
LookingGlass (Hoarfrost et al., 2022) est un outil utilisant des modèles de DL pourcapturer la complexité des relations fonctionnelles et phylogénétiques entre les sé-quences grâce à une architecture de type réseau de neurones récurrents à mémoirelongue et courte (LSTM). Ce type de réseau neuronal est particulièrement adapté auxdonnées séquentielles comme l’ADN, car il permet de modéliser des dépendances àlong terme en conservant en mémoire des informations clés sur de longues distancesdans la séquence. En exploitant l’apprentissage non supervisé, le modèle est capabled’identifier des relations évolutives au-delà des similarités de séquence directes, per-mettant ainsi la reconnaissance de fonctionsmoléculaires dans des séquences non an-notées. LookingGlass intègre aussi de l’apprentissage par transfert, i.e. qu’il peut trans-férer l’apprentissage acquis sur une prédiction à d’autres prédictions. LookingGlass aété éprouvé sur l’identification de nouvelles oxydoréductases, la prédiction de tempé-ratures optimales d’enzymes, ou encore la détection des cadres de lecture dans desfragments d’ADN courts. Cette approche permet également d’étudier une partie inex-plorée de la diversité microbienne, i.e. les séquences non caractérisées qui constituentlamajeure partie dumondemicrobien (microbial darkmatter). LookingGlass ouvre ainsila voie à une annotation plus rapide et plus exhaustive des métagénomes, facilitantla compréhension des réseaux fonctionnels microbiens et leur impact sur les écosys-tèmes et la santé humaine.
Les outils de prédiction des systèmes de défense contre les phages bénéficient aussides développements des modèles d’apprentissage. L’outil CRISPRidentify(Mitrofanov

et al., 2021) commencepar identifier les séquences CRISPR candidates. La secondephase,extrait différentes caractéristiques parmi les candidates (stabilité des ARNcr, similaritéavec les CRISPRs connus, tailles des spacers. . ., contenu ennucléotide AT). Enfin, un algo-rithme de classification, basé sur le modèle ExtraTrees, permet de valider et d’assignerun score de confiance aux candidates. Cemodèle d’apprentissage automatique reposesur un ensemble d’arbres de décision construits demanière aléatoire et indépendante,optimisant ainsi la robustesse et la précision des prédictions. Comparé aux autres outilsde détection CRISPR, CRISPRidentify est plus sensible et retourne moins de faux posi-tifs. D’autres outils, comme DeepDefense (Hauns et al., 2024) et DeepPredictor(Hauns
et al., 2024) utilisent des méthodes de deeplearning, pour la prédiction de systèmes dedéfense. L’intérêt de ces méthodes basé sur l’apprentissage machine est qu’elles dé-tectent plus de systèmes et même des systèmes inconnus. Toutefois, ces méthodessont très sensibles aux données d’apprentissage. De plus, elles demandent beaucoupde ressources de calcul, et notamment, dans les exemples présentés, le nombre de gé-nomes utilisés reste plutôt limité par rapport au nombre de génomes disponibles dansles banques.
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4 - Pangénomique : état des lieux, enjeux et ambitions

La pangénomique est un domaine d’étude en plein essor, qui a permis d’exploreret d’analyser les génomes procaryotes sous un nouveau point de vue. Mon travail dethèse s’est concentré sur l’analyse et la comparaison de pangénomes. Dans cette par-tie, je reviendrai d’abord sur l’origine, les concepts et les défis que pose la pangéno-mique. Je présenterai ensuite les différentes modélisations permettant de représenterles génomes en pangénomique, pour poursuivre sur les méthodes de construction depangénome. Pour terminer, je développerai les méthodes d’analyse existantes en pan-génomique. Cette partie sera aussi l’occasion de faire l’état de l’art des outils en pangé-nomique et de présenter l’outil PPanGGOLiN sur lequel j’ai pu travailler et que j’ai utilisédans mes développements de thèse.

4.1 . Origine et concept

Bien que le terme "pangénome" soit utilisé dans des articles avant 2005, en mi-crobiologie, on s’accorde sur une origine du concept de pangénome proposé dans 2articles fondateurs (Medini et al., 2005; Tettelin et al., 2005). L’idée est de ne pas repré-senter chaque génome individuellement, mais d’utiliser une structure mathématiquepermettant de les représenter tous simultanément. Le pangénome représente l’unionde toutes les séquences présentes dans un ensemble de génomes. En bioinformatique,la structure, les algorithmes, les méthodes d’analyses des pangénomes, ont constituéun nouveau champ de recherche, la pangénomique.
À partir du pangénome, Tettelin et al. proposent de séparer les gènes en 2 catégo-ries, les gènes "core" communs à tous les génomes, des gènes "dispensable" (ou acces-

sory) trouvés dans un sous-ensemble de génomes. En généralisant, le pangénome per-met de distinguer l’ensemble des séquences communes à tous les organismes des va-riations présentes chez certains groupes d’individus, voire spécifiques à un organisme.De ce postulat a émergé l’idée de remplacer les génomesde référence dans les bases dedonnées par des pangénomesde référence (TheComputational Pan-Genomics Consor-tium, 2018). Toutefois, ce changement de paradigme n’a pas encore été opéré, car au-cune méthode n’a encore réussi à s’imposer comme solution optimale. Trouver uneméthode globale est un défi, car la pangénomique est appliquée dans de nombreuxdomaines de recherche, pour répondre à une grande diversité de questions.
En 2018, le "Computational Pan-Genomics Consortium" met en avant le rôle de lapangénomique dans le développement de solutions applicatives répondant à des pro-blématiques communes àplusieurs disciplines (TheComputational Pan-Genomics Consor-tium, 2018). En retour, la pangénomique bénéficie des avancées en phylogénie, méta-génomique et intelligence artificielle. En phylogénie, les méthodes de comparaison gé-nomique à grande échelle et les techniques de construction d’arbres phylogénétiquesont été intégrées aux approches pangénomiques. Réciproquement, la pangénomiquepermet une meilleure prise en compte des variations génétiques à l’échelle de l’en-semble des génomes, plutôt que de se limiter à un génome de référence, offrant ainsiune vision plus fine de la dynamique évolutive (Bazinet, 2017). Les données métagéno-miques représentent un challenge pour la pangénomique. À partir des métagénomes,le pangénome doit être construit en étudiant les relations de co-occurrence des gènes,
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et non les relations évolutives. Ce changement représente un défi, notamment lorsqueles lectures sont courtes. Toutefois, la pangénomique permet d’approfondir l’analysede la diversité génétique des communautés microbiennes, et de mettre en évidencedes adaptations communes à l’environnement ou des co-évolutions et des interactionsentre les organismes (The Computational Pan-Genomics Consortium, 2018). L’intelli-gence artificielle joue également un rôle clé en améliorant l’annotation et la prédictionfonctionnelle des gènes. L’apprentissage automatique est appliqué à la pangénomiquepour détecter des motifs génétiques pertinents, prédire des phénotypes et identifierdes associations entre mutations et traits phénotypiques (Her et Wu, 2018). Ces mé-thodes, souvent développées pour d’autres disciplines, ont donc favorisé l’essor de lapangénomique en optimisant l’analyse des données, la reconstruction des génomes etl’interprétation des résultats.
La pangénomique représente une solution à l’analyse de grands volumes de don-nées, à l’heure où le nombre de génomes disponibles dans les banques augmente defaçon exponentielle. Entre 2006 et 2024, ce ne sont pas moins de 3 500 articles quiréférencent le terme 1, dont près de 800 concernant les procaryotes (figure I.4.1).

Figure I.4.1 – Nombre d’articles, référencés dans PubMed, par année, à propos de pangé-
nome du 1er janvier 2004 au 10 février 2025. La courbe bleue représente le nombre d’articlescontenant le terme pangénome dans le titre ou l’abstract : Query=("pan-genome"[Title/Abstract]OR "pangenome"[Title/Abstract] OR "pan-genome"[Title/Abstract]) AND (2004 :2025[pdat]). La courberouge limite aux publications concernant les procaryotes : Query=("procaryote"[Title/Abstract] OR"bacteria"[Title/Abstract] OR "archeae"[Title/Abstract]) AND ("pan-genome"[Title/Abstract] OR "pange-nome"[Title/Abstract] OR "pan-genome"[Title/Abstract]) AND (2004 :2025[pdat]). La courbe verte repré-sente tous les articles ou le terme pangénome est trouvé : Query=((pangenome) OR (pan genome)) OR(pan-genome) AND (2004 :2025[pdat]). La courbe violette filtre les publications concernant les proca-ryotes : Query=(((procaryote) OR (bacteria)) OR (archeae)) AND (((pan-genome) OR (pangenome)) OR (pangenome)) AND (2004 :2025[pdat]).

1. Ce chiffre doit être revu à la baisse dû à l’utilisation erronée du terme dans certaines études et uneutilisation parfois abusive pour profiter de l’intérêt croissant pour ces analyses
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4.1.1 . Modélisation de la croissance des pangénomes

Dans l’article original de Tettelin et al. (Tettelin et al., 2005), les auteurs se sont inté-ressés à la distribution core/dispensable en fonction du nombre de génomes de Strepto-
coccus agalactiae 2 que contient le pangénome. Ils observent que lorsque le nombre degénomes augmente, la part de core genome décroît de façon exponentielle. Ce résultatles amène à modéliser la croissance du core genomes selon une équation exponen-tielle décroissante. Le modèle permet alors d’estimer la taille du core genome pour unnombre de génomes en théorie infinie. Il est alors possible d’estimer la taille du core
genome d’une espèce à partir d’un échantillon de génome.

À partir de cemodèle, il est également possible d’estimer la taille du pangénome, i.e.,le nombre de gènes uniques que contient le pangénome. Ils définissent alors 2 typesde pangénomes en fonction de l’estimation de la taille : les pangénomes ouverts etles pangénomes fermés. Les pangénomes sont considérés comme ouverts lorsque lenombre de gènes ajoutés au pangénome augmente pour chaque nouveau génome. Lenombre de gènes est donc théoriquement infini pour un pangénome ouvert avec uneinfinité de génomes. Les pangénomes fermés, quant à eux, voient le nombre de nou-veaux gènes progressivement diminuer lors de l’ajout de nouveaux génomes. La courbede prédiction permet d’identifier un plateau théorique du nombre maximal de famillesque contiendra le pangénome avec un nombre de génomes infinis. Biologiquement,le pangénome ouvert est attendu pour les espèces sympatriques 3 et qui présententun fort taux de transferts horizontaux, tandis que les espèces vivant dans des nichesécologiques ou qui ont une faible capacité d’acquisition de gènes extérieurs vont avoirun pangénome fermé, comme Staphylococcus lugdunensis 4 (Argemi et al., 2018).

Figure I.4.2 – Schéma de croissance du pangénome.

2. Bactérie du microbiote intestinale humain et animal, qui est également associé à des infectionsgraves.3. Espèces vivant dans le même environnement que d’autres espèces.4. Bactérie de la flore commensale cutanée et muqueuse, c’est aussi un pathogène opportuniste
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Le modèle proposé par Tettelin et al. repose sur l’hypothèse que pour un nombresuffisant de génomes, le nombre de nouveaux gènes apportés par un génome devientconstant à partir d’un certain nombre de génomes (Tettelin et al., 2005). Cette hypo-thèse implique alors que la taille du pangénome est infinie. Cette hypothèse sera ques-tionnée par Hogg et al. dans leur étude du pangénome deHaemophilus influenzae (Hogg
et al., 2007). Ils vont alors proposer une modélisation basée sur l’hypothèse que le pan-génome est fini. Dans leur modèle, chaque gène est associé à une variable aléatoirede Bernoulli, dont la probabilité correspond à la fréquence du gène dans les génomes.Un génome est ainsi généré en observant ces variables : un gène est présent si l’essaiest un succès, sinon il est absent. Bien que certains gènes ne soient pas indépendantsen raison de structures comme les îlots génomiques, cette hypothèse est conservéepour simplifier le modèle. Les fréquences réelles des gènes étant inconnues, elles sontmodélisées de manière probabiliste en répartissant les gènes en K classes distinctes,chacune ayant une fréquence de présence spécifique. À partir de cemodèle, sur le pan-génome de H. influenzae avecK = 7, la taille du pangénome est estimée à 5 000 gènes(contre 2 800 gènes dans les 13 génomes de base). Cemodèle sera ensuite amélioré parSnipen et al. (Snipen et al., 2009), qui proposeront une détermination automatique dunombre de classes K et de la fréquence théorique des gènes pour chaque classe. Lesmodèles binomiaux proposent une perspective dans laquelle la diversité en gènes estfinie et qu’il existe un nombre de génomes suffisamment grand pour que tout le réper-toire génique soit connu. Cette vision semble de prime abord logique, car le nombre decombinaisons possibles de nucléotides ou d’acides aminés est fini. Pourtant, on peuty opposer que ce nombre, sans le calculer, semble démesuré et qu’il peut être consi-déré comme infini. De plus, les génomes évoluent continuellement et de nouveauxgènes apparaissent sans cesse. L’utilisation des modèles binomiaux semble alors plusappropriée à des espèces de niche, isolées et présentant un faible taux de transfertshorizontaux.

En 2008, Tettelin et al. vont proposer une nouvelle modélisation basée sur la loi deHeaps 5 (Tettelin et al., 2008). On estime le nombre n de gènes distincts, en fonction dunombre N de génomes étudiés, selon la relation :
n = kNγ, 0 < γ < 1, k ≥ 1 (4.1)

Le paramètre k est une constante de proportionnalité tandis que γ reflète la ten-dance de la fonction. Ainsi, plus γ est proche de 0 plus la croissance en gènes distinctsest lente, et plus γ est proche de 1 plus la croissance est rapide (figure I.4.3a).
Selon la loi de Heap, le nombre de nouveaux gènes découverts diminue à mesureque l’on ajoute des génomes. On peut formuler ceci selon l’équation :

p(n) = kN (γ−1) = kN−α, α = 1− γ (4.2)
Ainsi, sur la figure I.4.3b, lorsque 0 < α < 1, le taux de nouveaux gènes décroît enajoutant des génomes, sans jamais être nul. Dans ce cas, le nombre de gènes distinctsest croissant. Ce qui implique que si 0 < α < 1, le pangénome est ouvert. À partir d’unensemble de génomes, il est possible d’estimer k et α (ou γ) et donc de caractériser sile pangénome est ouvert. Si α ≥ 1, alors le taux de nouveaux gènes atteint 0, ce quicorrespond à un pangénome fermé.
5. Définit de manière empirique en linguistique, cette loi permet de décrire le nombre de mots d’unelangue à partir d’un ensemble de documents.
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(a) Courbe de croissance selon la loi de Heap (b) Courbe de raréfaction selon la loi de Heap
Figure I.4.3 – Évolution du pangénome : visualisation de la croissance et de la raréfaction du
contenu génique selon la loi de Heap.

4.1.2 . Les différents types de pangénomes

Les pangénomes peuvent être divisés en 2 catégories en fonction de l’unité choisiepour les construire. Le premier type, celui présenté par Tettelin et al. (Tettelin et al.,2005), utilise les gènes comme unité de base du pangénome (figure I.4.4.B). En regrou-pant les gènes par homologie (appelé famille de gènes, cf. sous-sous-section 3.1.3.1), ilest possible d’obtenir la présence/absence de gènes similaires dans les génomes. Cespangénomes ont l’avantage d’être moins coûteux en ressources de calcul pour êtreconstruits. De plus, ils sont faciles à interpréter, car les gènes sont des unités déjà biendéfinies et parfois, ils sont même annotés fonctionnellement. Néanmoins, en utilisantles gènes, la méthode d’annotation a un impact important sur le pangénome et il estsensible aux erreurs d’annotation. De plus, les régions non codantes ne sont pas prisesen compte dans cette approche. Enfin, les SNPs peuvent passer inaperçus après le re-groupement, ainsi que les variants structuraux (SV).
L’autre type de pangénome est basé sur les séquences brutes des génomes. Bienque le terme pangénome n’ait pas encore été employé à l’époque, Chiapello et al. (Chia-pello et al., 2005) ont proposé une méthode de segmentation des génomes en deuxcomposantes : la "colonne vertébrale", représentant les régions conservées, et les "boucles",qui correspondent aux parties variables. Plus tard, l’outil GenomeMapper (Schneeber-ger et al., 2009), a explicitement introduit la notion de pangénome de séquence. Son ap-proche repose sur un alignement global des séquences, analysées à travers des k-merspour différencier les segments conservés des segments variables (figure I.4.4.C,D). Cetteapproche a l’intérêt de prendre en compte toute la diversité des génomes (codant, noncodant, SNPs et SV). Toutefois, la construction de ces pangénomes est plus coûteuse enressources. De plus, l’interprétation est plus complexe, car le pangénome n’est pas an-noté audépart. Pour terminer, certainesméthodes de construction utilisent un génomede référence comme séquence de base (figure I.4.4.C), ce qui peut aussi introduire unbiais.
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Figure I.4.4 – Différents types de pangénomes. Extrait de (Matthews et al., 2024)

4.2 . Pangénome de séquences

4.2.1 . Pangénome basé sur une séquence représentative

Unpangénomebasé sur les séquences correspond àun ensemble de génomesdontl’alignement minimise le nombre de régions homologues tout en rendant compte detoute la diversité. L’objectif derrière ces pangénomes est d’obtenir une séquence pan-génomique de référence. De façon contre-intuitive (par rapport à la définition "sans-référence" des pangénomes), pour construire ces pangénomes, onutilise une séquencereprésentative comme base. Toutes les séquences seront alignées à partir de cettebase, et les segments non redondants détectés dans au moins un génome seront inté-grés à la référence non redondante (NRR, Non-Redundant Reference en anglais). L’en-semble, séquence représentante et NRRs, forme alors la séquence pangénomique deréférence.
4.2.1.1 . Méthode de construction

Pour construire ces pangénomes, il faut d’abord identifier une séquence représen-tative. Les autres séquences, en général des séquences non assemblées (lectures ou
reads en anglais), sont alignées contre la représentante et les séquences non alignablessont considérées comme des NRRs potentiels. Les NRRs de taille inférieure à 500 pbsont exclues, ainsi que celles dont la similarité avec la représentante est supérieure àun seuil (90 % en général). Les NRRs restantes sont comparées à des bases de donnéespour retirer tous les contaminants potentiels. De ce schéma général, on peut identifier4 méthodes différentes pour l’identification des NRRs potentiels :

• Assemblage de typemétagénomique : les lectures non alignées sur la référencesont regroupées et assemblées de novo. Les contigs obtenus sont ajoutés à la sé-quence représentante. Cette méthode est efficace même avec une faible couver-ture des lectures.
• Assemblage itératif : Dans un premier temps, les lectures non alignées du pre-mier échantillon sont assemblées et ajoutées au génome de référence. Ce gé-nomemis à jour sert ensuite de base pour l’assemblage des échantillons suivants.Ce processus est répété pour tous les échantillons.
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• Assemblage indépendant des reads non alignés : Toutes les lectures non ali-gnées sont séparées par échantillon 6 et assemblées de novo indépendamment.Les contigs obtenus sont regroupés selon leur similarité. Dans chaque groupe,un contig référent est identifié et est intégré à la séquence référente. Cette mé-thode nécessite une couverture d’au moins 10×, pour obtenir des contigs de taillesuffisante.
• Assemblage génomique indépendant : chaque échantillon est assemblé indé-pendamment, et les contigs obtenus sont alignés à la référence. Les contigs nonalignés sont regroupés par similarité et un contig référent est ajouté à la séquenceréférente.
Le choix de la méthode dépend du type et de la quantité des données disponibles.Avec une faible couverture (<10×) et un grand nombre d’échantillons, l’approche mé-tagénomique est recommandée, bien qu’elle puisse produire des contigs chimériques.Avec une couverture plus élevée (>10×), l’assemblage indépendant ou l’approche ité-rative sont préférables. Cette dernière est plus lente, mais facilite l’ajout de nouveauxéchantillons. Enfin, si plusieurs assemblages de haute qualité existent déjà, l’assem-blage génomique indépendant est la meilleure option. Ces méthodes peuvent êtrecombinées pour optimiser l’utilisation des données disponibles.

4.2.1.2 . Domaines d’application des pangénomes basés sur une séquence repré-
sentative

Ces pangénomes sont particulièrement utiles lorsque les données de départ sontdes lectures. En utilisant ces modèles, il est possible de revenir à une séquence linéairequi peut être utilisée dans les outils classiques de génomique. Deplus, il peut égalementêtre utilisé comme étape préliminaire à la construction d’autres types de pangénomes,en réduisant rapidement la redondance dans un sous-ensemble proche de génomes.
L’outil NGSPanPipe (Kulsum et al., 2018) est un pipeline intégré conçu pour l’identifi-cation du pangénome à partir de lectures courtes (short reads) issues du séquençagede nouvelle génération (NGS). Contrairement à d’autres méthodes nécessitant des pré-traitements des lectures, NGSPanPipe permet une analyse directe des reads bruts pouridentifier le pangénome. Il ne génère pas de séquence pangénomique linéaire, mais ilpermet de reconstruire des contigs à partir des lectures en utilisant un génome deréférence. Les contigs obtenus à partir des lectures alignées, permettent de calculerla couverture du génome par rapport au pangénome. Les lectures non alignées sontcomparées à des bases de données de reads pour identifier de nouveaux reads, puis ilssont assemblés en contigs. L’ensemble des contigs (de lectures alignées et non alignées)sont annotés et utilisés pour construire une matrice binaire représentant la présenceou l’absence des gènes dans la séquence de référence.

4.2.2 . Pangénome graphe

Les graphes de séquences sont un modèle de pangénome permettant de visualiserla diversité génomique, qu’elle soit basée sur une séquence de référence ou non. Danstous les cas, des segments de séquences vont constituer les nœuds du pangénome etles arêtes seront étiquetées par des informations permettant de retrouver le lien entreles segments (comme l’organisation dans les génomes). Ce modèle pangénomique al’intérêt de représenter toute la diversité, codant et non codant.
6. Ensemble de lectures obtenues simultanément
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4.2.2.1 . Méthodes et outils de construction

a. Graphe de variant prédéterminé

La première méthode de construction des graphes de pangénome se base sur l’uti-lisation d’une séquence référente et d’un fichier contenant les variations connues dansles autres séquences par rapport à cette référence. Cetteméthode a l’intérêt de deman-der peu de ressources, car les variations sont prédéterminées et données en entrée.Toutefois, pour obtenir un graphe fiable et précis, un génome complet de bonne qualitéest requis.
L’outil VG (Variation Graph toolkit) (Garrison et al., 2018), contient un ensemble d’ou-tils permettant de générer un graphe de variants. À partir de ce graphe, qui peut êtreassimilé à un graphe de pangénome, il est possible de détecter les variants structuraux(SVs) et les SNPs rapidement. Le graphe est indexé, rendant les recherches et l’aligne-ment plus efficaces, notamment dans l’alignement de lectures ou dans la recherche devariants génétiques (variant calling). L’outil a d’abord été développé pour la génomiquehumaine, mais il est tout à fait possible de l’utiliser avec des génomes procaryotes.
L’outil Minigraph (Li et al., 2020), lui aussi développé pour le variant calling sur legénome humain, propose une méthode demandant moins de ressources que VG. Legraphe est plus léger, sans annotation, permettant de construire des graphes de pangé-nome de grande taille, en utilisant peu demémoire de calcul et de stockage. Minigraphpermet de capturer les grandes variations génomiques, mais est moins performant surla détection des SNPs par rapport à VG.

b. Graphe d’alignement multiple

Uneméthode, proche de la précédente, est celle basée sur l’alignementmultiple desséquences (MSA 7) entre elles. Cette méthode n’est pas dépendante d’une séquence ré-férente. Le MSA permet de déterminer les variations entre les séquences, ce qui aug-mente le coût en ressources par rapport au graphe de variants prédéterminé. Tou-tefois, cette méthode est plus adaptée dans le cas où plusieurs séquences de bonnequalité sont disponibles pour construire le pangénome. En effet, le MSA permet dese passer du biais de la séquence référente dans la construction du graphe et d’ainsimieux représenter la diversité génomique.
L’outil Harvest (Treangen et al., 2014), permet de comparer des génomes étroitementapparentés. Pour optimiser l’étape d’alignement, il utilise l’outil progressiveMauve (Dar-ling et al., 2010), qui fait un alignement progressif des séquences. Après l’alignement, ilidentifie le core genome dans le pangénome et génère une phylogénie basée sur unematrice des SNPs. Bien qu’étant rapide et efficace, il n’est pas adapté aux génomes trèsdivergents et il ne permet pas d’analyser les éléments mobiles (MGE).
PGGB (Garrison et al., 2024), utilise des algorithmes de graphes de préfixes mini-maux (MPHF 8), pour compresser le graphe et optimiser l’alignement. Il est capabled’identifier et de représenter les SNPs, SV, et les MGEs de manière efficace. PGGB estconçu pour mener des études pangénomiques à grande échelle, prenant en comptede grandes quantités de séquences, ce qui demande des ressources disponibles im-portantes. De plus, c’est un outil assez complet pour les analyses, ce qui peut le rendredifficile d’accès.
7. cf. paragraphe b.8. Minimal Perfect Hash Function (MPHF) est une fonction qui associe de manière unique chaqueélément d’un ensemble sans collisions et avec un espace mémoire minimal
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c. Graphe de De Bruijn

Les graphes de De Bruijn (De Bruijn Graph : DBG) sont des graphes orientés dontles nœuds représentent des k-mers et les arêtes le chevauchement entre le suffixeet le préfixe (de taille k-1) des k-mers (figure I.4.5). Ainsi, en suivant un chemin, il estpossible de reconstituer une séquence. C’est pourquoi les DBG sont utilisés dans denombreuses applications en bioinformatique (assemblage, correction des erreurs deséquençage, métagénomique. . .) et notamment en pangénomique.

Figure I.4.5 – Exemple d’un graphe de De Bruijn. Ici k = 3, ce graphe permet de représenter et dereconstruire 3 séquences.
LesDBG, permettent d’avoir une structure compacte des séquences dupangénome.Les nœuds et les arêtes sont colorées en fonction des génomesdans lesquels ils sont re-trouvés. Les DBG peuvent être compactés en cDBG, en fusionnant chaque région core,

i.e. chaque suite de nœuds avec une seule arête entre chaque nœud. Ces nouveauxnœuds fusionnés sont appelés "unitig" et seront étiquetés avec la séquence combinéedes k-mers.
L’une des premières méthodes développées utilisant des DBG est la méthode Cor-tex (Iqbal et al., 2012), qui construit un DBG "coloré" (les arêtes et les nœuds sont éti-quetés par les échantillons dans lesquels ils sont trouvés). À partir de ce DBG coloré, ilest possible d’identifier les variants et de les associer à un génotype. Des outils plus ré-cents, comme Bifrost (Holley et Melsted, 2020), améliorent les méthodes de colorationde DBG, permettant d’augmenter le volume de données pris en compte et supportantla mise à jour du graphe. Les auteurs de Bifrost ont notamment appliqué leur méthodesur une collection de plus de 100 000 génomes de Salmonella (Luhmann et al., 2021), leurpermettant d’identifier des gènes reliés à des îlots de pathogénicité et à une résistanceaux fluoroquinolones 9.

9. Classe d’antibiotique utilisée pour traiter les infections bactériennes graves.
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SplitMEM (Marcus et al., 2014), permet de construire rapidement et efficacement descDBG en intégrant une méthode appelée "saut de suffixe" 10, qui permet de construirele cDBG sans passer par unDBG. L’outil permet ensuite de détecter dans l’ensemble desgénomes ou dans un sous-ensemble de génomes les régions compressées (appelées
Maximum Exact Matches : MEMs), correspondant au core genome. Cet outil est linéaireen temps et en espace pour identifier le core genome, mais ne permet pas de menerd’autres analyses. De plus, la méthode a été testée sur un jeu de 62 génomes de E. coli,le caractère linéaire est donc à vérifier sur de plus grands jeux de données.

PanTools (Sheikhizadeh et al., 2016), est un outil complet qui a largement évoluédepuis sa publication. Il permet la construction de pangenomes basés sur des cDBGgénéralisés. PanTools est robuste à l’utilisation de grands volumes de données, que cesoit en temps, en mémoire ou en stockage. Il intègre également des méthodes d’an-notation structurale et fonctionnelle, de partitionnement, d’alignement, de phylogénie,d’identification du core genome et de visualisation.
DBGWAS (Jaillard et al., 2018), construit également les pangénomes avec des cDBG.Son originalité réside dans l’association de phénotypes (Genome Wild Association Study :GWAS). L’intérêt d’utiliser le graphe de pangénome est qu’il n’est pas nécessaire d’uti-liser une séquence de référence, contrairement aux approches classiques de GWAS.De plus, les phénotypes ne sont pas associés à des SNPs mais à des sous-graphes,permettant d’extraire des variants plus longs ou plus complexes. DBGWAS intègre unepartie visualisation, permettant d’explorer les variants associés au phénotype dans leurcontexte génomique pour identifier des régions variables plus larges comme les îlotsgénomiques.
Le DBG (et ses dérivés) est une structure de données puissante, permettant de cal-culer, analyser et stocker, rapidement et efficacement, de grandes quantités de don-nées. Néanmoins, ce qui fait la force de cette approche (l’utilisation de k-mer) est aussisa faiblesse. Le choix de la taille du k-mer va influencer le graphe et donc la découvertedes variations. De plus, cette structure est limitée dans l’identification et l’étude desrégions répétées. C’est pourquoi des auteurs proposent des méthodes pour lier desinformations au DBG (Turner et al., 2018).

4.2.2.2 . Application des graphes de pangénome.

L’utilisation de pangénomes de séquence est très utile à partir de lectures courtespour améliorer le génotypage. Enutilisant le pangénome, contenant des variants connus,on améliore la couverture des lectures et donc on améliore le génotypage de ces lec-tures. Par rapport aux méthodes utilisant un génome de référence, le pangénome ré-duit le biais en faveur de la séquence de référence, particulièrement pour les grandesinsertions/délétions et les SV. Le pangénome améliore aussi le variant calling (VC) enaugmentant sa précision, et à partir des DBG de faire du VC sans référence.
Les graphes de séquences sont également utilisés en métagénomique. L’outil Me-taKallisto (Schaeffer et al., 2017) utilise notamment une base de données de séquencesreprésentantes qu’il représente sous forme de DBG coloré afin de faire de l’assignationtaxonomique et de la quantification de séquences métagénomiques.

10. Le cDBG est relié à des arbres de suffixes, un saut de suffixe permet depuis un suffixe à l’extrémitéd’une branche de l’arbre de sauté vers unmême suffixe plus proche de la racine. Les sauts se poursuiventjusqu’à atteindre le suffixe le plus proche de la racine. Le chemin restant correspond au chemin le pluscourt sans ramification, entre la racine et le suffixe.
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L’utilisation des graphes de séquences pour les GWAS permet de détecter finementdes variations dans les populations associées à un phénotype. Chaguza et al. (Chaguza
et al., 2020) ont mené une étude sur 909 échantillons de souche hyper virulente de
Streptococcus pneumoniae (serotype 1). Ils ont pu identifier, grâce à l’outil DBGWAS, desmutations de certaines protéines associées à des phénotypes spécifiques (âge de l’hôte,géographie, structure des populations. . .). L’utilisation de graphes de pangénome a per-mis de mener une étude à large échelle, tout en prenant en compte toute la diversitésans nécessiter de référence.
Nom Méthode RéférenceNGSPanPipe Séquence représentative (Kulsum et al., 2018)Spine Séquence représentative (Ozer et al., 2014)VG toolkit Variant prédéterminé (Garrison et al., 2018)Minigraph Alignement sur graphe (Li et al., 2020)PanVC Variant prédéterminé (Norri et al., 2021)Minigraph-Cactus MSA (Hickey et al., 2024)Harvest MSA (Treangen et al., 2014)PGGB MSA (Garrison et al., 2024)Cortex graphe de De Bruijn (Iqbal et al., 2012)Bifrost graphe de De Bruijn (Holley et Melsted, 2020)SplitMEM graphe de De Bruijn (Marcus et al., 2014)PanTools graphe de De Bruijn (Sheikhizadeh et al., 2016)twoPaCo graphe de De Bruijn (Minkin et al., 2017)DBGWas graphe de De Bruijn (Jaillard et al., 2018)PanVA Visualisation (van den Brandt et al., 2024)

Table I.4.1 – Liste non exhaustive d’outils de pangénomique basés sur les séquences.
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4.3 . Pangenome de gènes

4.3.1 . Généralités et concepts

Les outils basés sur des pangénomes de gènes, aussi appelés Presence-absence va-
riation pangenomes (en anglais, PAV), représentent une grande part des outils de pan-génomique procaryote. Le génome des procaryotes étant majoritairement codant, etce type de pangénome étant plus facile à manipuler et à interpréter, de nombreusesétudes utilisent les gènes commeunité pour construire les pangénomes. Pour construireces pangénomes, on commence par regrouper les gènes en familles de gènes, puis onpartitionne 11 les familles en fonction de leur présence dans les génomes (core, acces-
sory. . .).

a. Construction des familles de gènes

La construction des familles de gènes consiste à appliquer une méthode de cluste-ring des gènes par similarité, que nous avons vue en sous-sous-section 3.1.3.1. Le choixde la méthode et des seuils appliqués dans le clustering auront un impact importantsur le pangénome. L’outil de clustering influencera aussi l’interprétation. Tout d’abord,les outils d’analyse peuvent s’appuyer sur différents niveaux d’information, tels que laséquence nucléotidique ou protéique, la structure tridimensionnelle des protéines ouencore la fonction biologique associée. Le choix de cette base de comparaison influencede manière déterminante le calcul de la similarité, et par extension, l’inférence du ca-ractère homologue. De plus, en utilisant un outil qui construit des clusters (et donc desfamilles) d’orthologues, comme orthoMCL (Li et al., 2003) ou la base de données COG(cluster of orthologous genes), on retrouvera dans lamême famille les gènes ayant suiviles mêmes événements de spéciation. Si l’outil permet de différencier les paraloguesdes orthologues comme InParanoïd (Remm et al., 2001), il y aura plus de familles que sion prenait en compte uniquement l’homologie. Le choix de la méthode de clusteringest donc essentiel.
b. Partitionnement du pangénome

Une fois que les génomes ont été annotés et les familles de gènes construites, lesfamilles de gènes sont partitionnées en fonction de leur présence/absence dans lesgénomes. Dans les premières analyses, les familles étaient séparées en 2 parties (fi-gure I.4.6a), les familles qui sont présentes dans tous les génomes sont dites "cœur"(core en anglais) et les autres sont dites "accessoire" (accessory ou dispensable en an-glais). Cette dichotomie en core genome et accessory genome est liée au caractère es-sentiel ou non des fonctions codées par les gènes. Les familles "core" sont impliquéesdans les processus cellulaires vitaux, ce qui crée une forte pression de sélection deleurs gènes et une forte conservation dans l’ensemble des génomes. À l’inverse, les fa-milles accessoires sont plutôt liées à des adaptations à l’environnement, à un mode devie. . .. Leurs gènes sont donc moins soumis à la pression de sélection et donc moinsconservés dans les génomes.

11. N.B : Dans la suite, pour ne pas faire de confusion entre le partitionnement des familles et lepartitionnement des gènes en famille de gènes, nous utiliserons le terme clustering pour parler de laconstruction des familles de gènes.
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(a) Pangénome bipartie (b) Pangénome tripartie
Figure I.4.6 – Partitionnement des pangénomes. Extrait et adapté de (Gautreau, 2020)

Ce partitionnement du pangénome en 2 parties, bien que largement utilisé, est unevision très limitée de la distribution des gènes dans les génomes, qui peut amener àdes erreurs d’interprétation. Il faut d’abord prendre en compte quemême si le nombrede génomes disponibles est de plus en plus conséquent, il n’est toutefois pas possibled’avoir l’ensemble des génomes d’une espèce (cf. sous-section 4.1.1), ce qui impliquequ’il est plus que probable que des gènes soient identifiés comme accessoires alorsqu’ils sont core et inversement. De plus, les techniques de séquençage et les outils bio-informatiques ne sont pas infaillibles, et donc une erreur d’assemblage, d’annotation,de regroupement en familles, ou encore l’utilisation de génomes partiels, peut entraî-ner le mauvais classement d’une famille. Pour répondre à ce problème, Lapierre etGogarten (Lapierre et Gogarten, 2009) suggèrent de définir un cœur relâché (soft-coreen anglais), qui contient les familles présentes dans 95 % des génomes 12. Une autreproposition, de Snippen et al. (Snipen et al., 2009) raffinant un modèle proposé parHogg et al. (Hogg et al., 2007), rendrait le nombre de partitions variable en fonctiondu contenu du pangénome. Cette dernière proposition permet de ne pas utiliser deseuil fixe pour partitionner les familles. En parallèle, Koonin et al., dans une analysede l’ensemble des génomes procaryotes disponibles en 2008 (Koonin et Wolf, 2008),et Makarova et al., en étudiant l’ensemble des génomes d’archées disponibles en 2007(Makarova et al., 2007), proposent une vision tripartie du pangénome (figure I.4.6b). Les2 articles suivent une méthodologie similaire : après une annotation fonctionnelle desgénomes, ils comptabilisent le nombre de génomes associés à chaque fonction (COGspour Makarova et EggNOGs (Jensen et al., 2008) pour Koonin). Les résultats obtenusrévèlent une distribution en forme de courbe en U, où chaque extrémité correspond àune catégorie spécifique de fonctions, tandis que la base regroupe une autre catégoriedistincte. Ils redéfinissent alors le core genome comme l’ensemble des gènes présentsdans la quasi-totalité des génomes. Ce core genome relâché et flexible (sans seuil) estaussi appelé soft-core genome, ou encore persistent genome, dans certains articles pourle différencier du core genome strict défini en premier. L’accessory genome sera lui diviséen 2, le cloud genome correspondant aux gènes partagés par un faible nombre de gé-nomes, et le shell genome correspondant aux gènes ayant une fréquence intermédiairedans les génomes. Ces différents partitionnements, qui ne sont pas incompatibles, sontde plus en plus utilisés, dû au nombre croissant de génomes disponibles.
12. ce pourcentage peut varier en fonction des études.
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c. Modélisation et représentation des pangénomes de gènes

Pour représenter les pangénomes de gènes, il est possible d’utiliser une matricede présence/absence des gènes (figure I.4.4B). Cette représentation permet de rapide-ment identifier le core genomeoude trouver les gènes spécifiques à un génomed’intérêtpar exemple. Une seconde représentation est celle du diagrammede Venn (figure I.4.6).À partir du diagramme, on peut rapidement avoir une idée de la proportion de chaquepartie, et aussi de la "croissance" du pangénome. Ces 2 représentations ont l’intérêtd’être simples à calculer et à interpréter, néanmoins, lorsque le nombre de génomesdevient trop important, il n’est plus possible de les visualiser correctement. De plus,elles se focalisent exclusivement sur le contenu en gènes des génomes, sans fournird’informations sur leur arrangement ou leur structure organisationnelle.
Afin d’intégrer l’organisation des gènes en plus de leur simple présence, une ap-proche alternative repose sur une représentation où les gènes et leurs relations sontmodélisés sous forme de graphe. Dans ce graphe, les familles de gènes constituent lesnœuds et les relations de voisinage entre les gènes correspondent aux arêtes. Sur lafigure I.4.7, on peut voir que dans cette représentation, plus les familles ont des gènesvoisins, plus le poids de l’arête (épaisseur) augmente. Le graphe de pangénome permetalors d’identifier des structures ou des chemins de familles conservées, ou à l’inversedes régions fortement variables.

Figure I.4.7 – Représentation d’un pangénomede gènes sous formede graphe. Extrait de (Matthews
et al., 2024)
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4.3.2 . Méthodes et outils de pangénome de gènes

Le premier outil dédié à la construction de pangénomes de famille de gènes est Ed-gar (Blom et al., 2009). Disponible en ligne, ce n’est pas un outil à proprement parler,mais plutôt une ressource de résultats d’analyse de pangénome. Dans saméthode, Ed-gar clusterise les gènes en familles d’orthologues, en utilisant le BBH 13. Les génomesétant relativement proches dans les analyses, les paralogues récents pourraient être re-groupés avec des orthologues. Les familles sont donc raffinées en utilisant un systèmede score pour valider les BBH. Dans sa version actuelle, l’outil permet d’identifier le core
genome et l’accessory genome, rechercher des synténies conservées, de construire desarbres phylogénétiques, ou encore d’annoter fonctionnellement les gènes à partir debases de données de référence.

Le premier outil permettant la construction de pangénome en ligne de commandeest PGAP (Zhao et al., 2012). Le premier intérêt de PGAP, est qu’il permet à l’utilisateur deconstruire un pangénome avec ses propres génomes. PGAP construit lui aussi des fa-milles d’orthologues. À partir de ces familles, il propose différentes analyses, comme lacourbe de raréfaction, le profil du pangénome 14, l’identification du core genome, l’ana-lyse de variants. Une interface PGAP-X (Zhao et al., 2018) rend l’outil plus accessible etaméliore la visualisation des résultats.
PanOCT (Fouts et al., 2012) est un autre outil disponible en ligne de commande. Ilpropose aussi un clustering en famille orthologues, similaire à EDGAR, mais améliorel’algorithme en ajoutant l’information de contexte conservé (Conserved Gene Neighbo-

rhood, CGN). Les gènes orthologues ont tendance à conserver leur organisation géno-mique dans les espèces proches contrairement aux espèces éloignées et aux gènesparalogues (Huynen et Bork, 1998; Rocha, 2008). En combinant le BBH et le CGN, lesfamilles de gènes orthologues sont de meilleure qualité. L’outil PanACEA (Clarke et al.,2018) récupère les familles de PanOCT et permet de visualiser le pangénome,mais ausside l’annoter, notamment avec des informations liées à l’antibiorésistance.
PanFunPro (Lukjancenko et al., 2013), proposeuneméthodeoriginale pour construiredes familles de gènes homologues, en se basant sur l’annotation fonctionnelle des pro-téines. Pour annoter les protéines, il utilise des profils HMM de différentes bases dedonnées de domaines protéiques. En définissant l’homologie selon la fonction plutôtque la séquence, cette approche propose un cadre d’analyse alternatif, privilégiant lessimilarités fonctionnelles des protéines et offrant ainsi une vision complémentaire auxméthodes traditionnelles.
Roary (Page et al., 2015) est l’outil de pangénomique certainement le plus utilisé et leplus célèbre. Sa popularité vient de sa capacité à générer des pangénomes de façon ra-pide en demandant peu de ressources par rapport à ses concurrents de l’époque. Pourça, il utilise un algorithme CD-Hit pour grouper les séquences proches avant d’alignerles séquences représentantes entre elles avec BLASTP. Les familles sont construitesavec l’algorithme MCL et raffinées en utilisant les informations de colocalisation. Roaryest aussi un des premiers programmes à représenter les pangénomes de gènes sousforme d’un graphe dans lequel les nœuds sont les gènes et les arêtes représentent unerelation de voisinage dans les génomes.

13. Bidirectional Best Hit14. Le nombre de gènes (y) présents dans x génomes.
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D’autres outils vont reprendre ce modèle de graphe de gènes, comme Panaroo(Tonkin-Hill et al., 2020). À partir du graphe, il corrige les erreurs d’annotation et d’as-semblage. Il dispose également de plusieurs modules d’analyse : GWAS, SV, phylogénieet visualisation du pangénome. Panaroo est un outil performant, mais demande desressources de calcul relativement importantes et une expertise bioinformatique plusimportante que d’autres outils. De plus, en nettoyant le graphe, il est possible qu’il éli-mine des évènements évolutifs récents, et donc ne pas être adapté à des taxons danslesquels les taux de HGT sont élevés par exemple. Panakeia (Beier et Thomson, 2022)est un outil reposant aussi sur unmodèle de graphe de pangénome, mais propose uneanalyse plus "universelle". L’outil propose entre autres l’identification de chemins par-ticuliers dans le graphe, correspondant à des structures biologiques, comme les îlotsgénomiques.
Les outils présentés jusqu’ici, bien que non limités théoriquement, sont générale-ment appliqués à la construction de pangénomes au niveau de l’espèce. Desméthodes,comme RIBAP (Lamkiewicz et al., 2024), proposent de construire des pangénomes auniveau du genre. RIBAP construit un pangénome en utilisant ROARY à 95 % d’iden-tité. En parallèle, il utilise MMSeqs2 pour aligner l’ensemble des gènes. Le résultat del’alignement est ensuite utilisé pour raffiner les familles pour construire des familleshomologues au niveau du genre. De cette manière, la partie de core genome est plusimportante. Avec ce nouveau partitionnement, RIBAP propose de construire un arbrephylogénétique des souches présentes dans le pangénome.
L’utilisation de pangénomes de gènes est bien adaptée à la génomique comparéedes procaryotes. Leur simplicité de calcul et d’interprétation les rend accessibles pourtous les utilisateurs. Néanmoins, cette simplicité est liée à une vision gène centrée, quine prend pas en compte les régions non codantes. Des outils, comme Piggy (Thorpe

et al., 2018), permettent de pallier ce problème en proposant une analyse complémen-taire à un pangénome de gène généré par Roary. Ainsi, la complémentarité des outilspermet d’avoir une étude plus complète.
En 2020, PPanGGOLiN (Gautreau et al., 2020) introduit une stratégie de partition-nement, s’appuyant sur un algorithme de machine learning pour classifier les gènesdu pangenome. Cette approche repose sur une analyse des relations de voisinage etdu clustering, éliminant ainsi la nécessité de fixer des seuils stricts. Par conséquent,PPanGGOLiN permet d’identifier demanière dynamique les trois composantes du pan-genome— persistent genome, shell genome et cloud genome—sans présupposer de leurrépartition.

4.3.3 . Analyses à partir de pangénomes de gènes

Les pangénomes de gènes sont utilisés pourmener des études de phylogénomique.En 2020, Gaba et al. (Gaba et al., 2020) s’intéressent aux archées de la classe des Halo-bacteria, des archées extrêmement halophiles 15. Ils vont construire un pangénome àl’aide de l’outil GET_HOMOLOGUE (Contreras-Moreira et Vinuesa, 2013), un outil simi-laire à EDGAR. À partir de ce pangénome, ils ont pu identifier les gènes core des gènes
accessory. Sur la base de ce partitionnement, ils ont pu mettre en évidence un fort tauxde transferts horizontaux au sein de la classe des Halobacteria. Ils ont alors construitune phylogénie basée sur le pangénome et sa partition, mettant en évidence une évo-lution étroite entre l’ordre des Natrialbales et celui des Halobacteriales, suggérant alorsl’existence d’un superordre les regroupant. Plusieurs méthodes permettent d’ailleurs
15. Capable de vivre dans des milieux à haute concentration en sel
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d’identifier les régions où les transferts horizontaux de gènes se produisent préféren-tiellement. Parmi elles, la méthode panRGP(Bazin et al., 2020) permet de détecter lesrégions de plasticité génomique (RGP), i.e. des segments du génome échangés entredifférentes souches par transfert horizontal ou perdus de manière différentielle selonles lignées. Cette approche repose sur l’analyse du graphe de pangénome et de sa par-tition pour identifier les régions variables. Elle permet également d’identifier des spots,en repérant les familles de gènes persistantes flanquant les RGP. Une autre méthode,panModule(Bazin et al., 2021), vise quant à elle à détecter des groupes de familles degènes variables dans le pangénome, qui sont organisés en blocs de synténie au seindes génomes. Ces deux méthodes sont intégrées à la suite logicielle PPanGGOLiN etexploitent le graphe de pangénome généré par cette dernière.
Dans les exemples cités, les études étaient centrées sur des groupes taxonomiqueset donc les génomes appartenaient au même taxon. Pourtant, comme nous l’avonsdéjà vu, l’étude d’environnements et les données métagénomiques sont étroitementliées aux études pangénomiques. Vera-Ponce de León et al. (Vera-Ponce de León et al.,2024), produisent un atlas génomique du microbiote des saumons. Pour caractériserles espèces présentes et construire le pangénome, ils utilisent l’outil mOTUpan (Buck

et al., 2022). mOTUpan permet de clusteriser les métagénomes à un fort niveau d’iden-tité (95%), définissant ainsi des unités taxonomiques opérationnellesmétagénomiques(mOTUs,metagenomic Operational Taxonomic Unit en anglais). Chaque mOTU peut êtreassocié à une espèce (ou un taxon) et donc permettre de séparer les gènes appartenantà la même espèce dans unemêmemOTU. L’intérêt demOTUpan est qu’il utilise unmo-dèle bayésien pour estimer le génome core et le génome accessoire. Ce modèle prenden compte la complétion (souvent faible) des métagénomes et améliore la qualité dupartitionnement sur ces données. À partir du pangénome, les auteurs ont pu identi-fier 14 ordres bactériens différents, représentant 35 genres distincts, ils ont égalementidentifié 29 nouvelles espèces encore non répertoriées.
Les méthodes de machine learning peuvent aussi être utilisées pour analyser lespangénomes. Dans leur article, Kavvas et al. (Kavvas et al., 2018) proposent d’utiliserdesméthodes demachine learning pour identifier des gènes de résistance aux antibio-tiques dans 1 595 souches de Mycobacterium tuberculosis. Le pangénome est construità partir de familles homologues, et les gènes connus pour être des gènes de résistanceaux antibiotiques sont annotés. En utilisant des méthodes de machine learning (SVM,MI, ANOVA. . .), les auteurs ont pu identifier 24 nouveaux gènes de résistance, de plusle signal de certains gènes déjà connus est plus fort que mesuré précédemment. Lesauteurs ont poursuivi en analysant la structure des nouveaux gènes et de leurs pro-téines, ainsi qu’en menant une étude géographique de la répartition des gènes pourétablir des liens entre population hôte et résistance. Il faut néanmoins rappeler unenouvelle fois que la découverte de ces nouveaux gènes doit être vérifiée et que leuridentification n’est possible que sur la base d’une base de données de gènes connus.
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Nom Méthode RéférenceEDGAR matrice présence/abscence (Blom et al., 2009)PGAP matrice présence/abscence (Zhao et al., 2012)PanOCT Clustering d’orthologue (Fouts et al., 2012)GET_HOMOLOGUES Clustering d’orthologue (Contreras-Moreira et Vinuesa, 2013)PanACEA Visualisation (Clarke et al., 2018)PanFunPro Familles de profil fonctionnelle (Lukjancenko et al., 2013)Roary Graphe de famille de gène (Page et al., 2015)Piggy Analyse région intergénique (Thorpe et al., 2018)Ptolemy Graphe de famille de gène (Thorpe et al., 2018)PIRATE Graphe de famille de gène (Bayliss et al., 2019)Panaroo Graphe de famille de gène (Tonkin-Hill et al., 2020)PPanGGOLiN Graphe de famille de gène (Gautreau et al., 2020)PanACoTA Graphe & Phylogénie (Perrin et Rocha, 2021)Panakeia Graphe de famille de gène (Beier et Thomson, 2022)PanPhlAn Graphe de données métagénomique (Scholz et al., 2016)MSPminer Graphe de données métagénomique (Plaza Oñate et al., 2019)mOTUpan Graphe de données métagénomique (Buck et al., 2022)Pan-Tetris Visualisation (Hennig et al., 2015)PanViz Visualisation (Pedersen et al., 2017)Panache Visualisation (Durant et al., 2021)
Table I.4.2 – Liste non exhaustive d’outils de pangénomique basés sur les familles de gènes

4.4 . Conclusion sur les pangénomes et éléments de réflexions

Nous avons présenté une grande variété deméthodes et d’outils de pangénomique(cf. tableaux I.4.1 et I.4.2) et exploré plusieurs champs d’application des pangénomes.Cependant, plusieurs défis majeurs restent à relever en pangénomique.
Un premier défi concerne la représentation et la visualisation des pangénomes. Eneffet, ceux-ci doivent être visualisables par l’œil humain tout en intégrant l’ensemble del’information génomique. Différentes approches ont été développées pour répondre àcette problématique, notamment des outils de visualisation interactifs. À titre d’exemple,Pan-Tetris(Hennig et al., 2015) permet de visualiser et de modifier la composition desgroupes de gènes grâce à une technique inspirée du jeu Tetris. PanViz(Pedersen et al.,2017) facilite la comparaison des génomes individuels aux pangénomes avec une na-vigation basée sur l’ontologie des gènes. PanVa(van den Brandt et al., 2024), utilisantles pangénomes de PanTools(Sheikhizadeh et al., 2016), propose une approche cen-trée sur la variabilité structurale, permettant une analyse flexible des pangénomes entenant compte des variations génomiques complexes. Enfin, PANACHE(Durant et al.,2021) propose une visualisation linéarisée des pangénomes, affichant la présence oul’absence des blocs de séquences sous forme de navigateur génomique.
Un second défi crucial est celui du stockage et de la gestion des données pangé-nomiques. Contrairement aux génomes individuels, généralement stockés sous formede texte et reliés à des bases de données, les pangénomes sont des structures pluscomplexes qui ne peuvent être stockées sous un format linéaire. Les BD doivent doncpermettre un accès rapide et efficace aux informations, tout en étant mises à jour ré-gulièrement pour suivre l’augmentation du volume des données génomiques. Des BDcomme panKB (Sun et al., 2025), permettent d’avoir accès à des informations sur despangénomes précalculés, reliés à des métadonnées comme : les publications de réfé-rence, les informations sur l’origine des génomes. . .Cependant, le pangénome en lui-même n’est pas disponible et seuls les résultats d’analyse sont disponibles.
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Enfin, un défi essentiel concerne la construction du pangénome. Le choix des mé-thodes influence fortement le résultat final, mais les données d’entrée jouent égale-ment un rôle fondamental. L’objectif étant de représenter au mieux la diversité géno-mique, il est important de maximiser cette diversité tout en évitant les biais, tels que lasurreprésentation de génomes pathogènes dans les bases de données. Un équilibre estnécessaire : trop de variations dans les données d’entrée peuvent complexifier l’ana-lyse, en rendant par exemple les graphes de pangénome difficilement exploitables. Laqualité des génomes, des annotations et des bases de données, sont également desfacteurs déterminants pour garantir la robustesse des analyses pangénomiques.
Pour répondre à ces défis, les méthodes et les outils de pangénomique sont enconstante évolution. Avec ces progrès, divers domaines de la microbiologie voient pro-gressivement s’intégrer des analyses pangénomiques en routine. Cette intégration re-pose en partie sur des plateformes qui rendent ces outils accessibles et exploitablespar la communauté scientifique. Par exemple, MicroScope(Vallenet et al., 2020) per-met de construire des pangénomes procaryotes à l’aide de PPanGGOLiN (Gautreau

et al., 2020) et d’identifier les régions de plasticité génomique (RGP) grâce à la méthodepanRGP(Bazin et al., 2020). MicroScope constitue alors un point d’intersection entre lesdonnées génomiques, la production de pangénomes et leur utilisation effective, contri-buant ainsi à relever progressivement les défis liés à la visualisation, au stockage et àla construction des pangénomes.
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CHAPITRE II DU GÉNOME AU
PANGÉNOME
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Avec l’essor de la pangénomique, de plus en plus d’outils ont été développés. En2020, le LABGeM propose son outil de construction et de partitionnement de graphe depangénome : PPanGGOLiN (Gautreau et al., 2020), développé dans le cadre de 2 thèses.La première, menée par Guillaume Gautreau, a conduit à la création du graphe de pan-génome et à son partitionnement. La seconde, réalisée par Adelme Bazin, a contribuéaudéveloppement desméthodes précédentes, avec également l’analyse des parties va-riables du graphe. Ces travaux ont conduit au développement de la méthode panRGP(Bazin et al., 2020) pour l’identification des régions de plasticité génomique (RPG) et desspots d’insertion ; suivie de la méthode panModule (Bazin et al., 2021) pour la prédictionde modules conservés.
Au cours dema thèse, j’ai intégré de nouvellesméthodes dans PPanGGOLiN, notam-ment pour la recherche de contextes génomiques conservés. Puis j’ai initié et participéà l’amélioration du logiciel et de son environnement : (réusinage de code, maintenance,documentation. . .) aboutissant à la distribution d’une version 2.0 de PPanGGOLiN. Cesdéveloppements seront présentés dans ce chapitre.
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1 - La suite logicielle PPanGGOLiN : construction et ana-
lyse d’un pangénome

Les premières approches pangénomiques se fondaient sur une dichotomie entre legénome core, regroupant les gènes conservés dans toutes les souches d’une espèce,et le génome accessoire, constitué des gènes variables (Tettelin et al., 2005). Toutefois,avec l’augmentation du nombre de génomes disponibles, les pangénomes intègrentune quantité croissante de séquences. Cependant, ces séquences peuvent être incom-plètes ou contenir des erreurs de séquençage, entraînant une absence apparente decertains gènes dans des génomes où ils devraient pourtant être présents. Par consé-quent, un gène qui devrait faire partie du génome core peut être mal classé commeappartenant au génome accessory. Ce phénomène contribue à une réduction appa-rente de la taille du génome core. Pour compenser cet effet, une version "relâchée" dugénome core a été proposée. Ce core relâché, aussi appelé génome persistent, cor-respond aux gènes les plus fréquents dans les génomes, i.e. dont la présence est su-périeure à un seuil minimal défini pour être considéré comme conservé. Par exemple,Roary (Page et al., 2015) applique un seuil de 95 %, bien que celui-ci doive être ajusté enfonction du contexte biologique spécifique (Tonder et al., 2014).
Cependant, cette bipartition du pangénome devient de plus en plus limitante à me-sure que le nombre de génomes séquencés augmente. Les travaux de Makarova et

al. (Makarova et al., 2007), suivis par ceux de Koonin et Wolf (Koonin et Wolf, 2008),montrent que la répartition des clusters de familles homologues, COGs (Tatusov et al.,2000) et EggNogs (Jensen et al., 2008) (respectivement), en fonction du nombre d’orga-nismes, suit une structure en trois catégories. C’est pourquoi, pour mieux refléter la di-versité génétique, certains outils, comme micropan (Snipen et Liland, 2015), proposentune classification en trois catégories : (i) le génome persistent, (ii) le génome shell, cor-respondant aux gènes présents dans un sous-ensemble de génomes, et (iii) le génome
cloud, qui regroupe les gènes rares ou spécifiques à certaines souches. Cette trichoto-mie offre une vision plus nuancée de la distribution des gènes, mais elle reste limitéelorsqu’il s’agit d’espèces à forte hétérogénéité génomique (Moldovan et Gelfand, 2018).

Pour surmonter ces limitations, PPanGGOLiN (Gautreau et al., 2020) propose uneapproche alternative combinant trois éléments clés : (i) l’utilisation desmatrices de pré-sence/absence des familles de gènes, (ii) l’identification automatique du nombre opti-mal de partitions et (iii) la prise en compte du voisinage génomique des gènes. Ainsi,PPanGGOLiN construit un graphe de pangénome, où les nœuds représentent les fa-milles de gènes et les arêtes reflètent leur relation de voisinage dans les génomes. Cegraphe est ensuite partitionné, grâce à un algorithme statistique et de machine lear-ning, sans seuil et sans limites du nombre de parties. Ces parties sont reclassées en 3catégories de génome : le persistent (analogue au core relâché), le shell et le cloud. Cetteapproche permet de regrouper les familles en fonction de leur distribution dans lesgénomes et de leur contexte génomique.
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À partir de ce graphe de pangénome partitionné, PPanGGOLiN intègre 2 méthodespour l’analyse du pangénome. La premièreméthode panRGP (Bazin et al., 2020) permetd’identifier efficacement les portions variables du pangénome, correspondant aux îlotsgénomiques, aux plasmides et aux gènes différentiellement perdus dans l’évolution.De plus, en identifiant ces régions de plasticités génomiques (RGPs), panRGP peutidentifier des bordures de familles persistantes, partagées par plusieurs RGPs, corres-pondant à des spots d’insertion. PanRGP offre ainsi une solution prenant en comptetoute la diversité génomique dépassant les limites des méthodes traditionnelles de gé-nomique comparative.
La seconde méthode, panModule (Bazin et al., 2021), exploite le graphe de pangé-nome pour identifier desmodules génomiques. Ces modules correspondent à un en-semble non chevauchant de familles de gènes variables cooccurrentes et colocalisées.
Ces méthodes ont été intégrées dans la suite logicielle PPanGGOLiN, un outil opensource écrit en Python et C, compatible avec les systèmes Linux etMacOS. PPanGGOLiNfonctionne en ligne de commande etmet à disposition une série d’analyses permettantd’exploiter le graphe de pangénome pour unemeilleure compréhension de la diversitéet de la dynamique des génomes. Grâce à sa modularité, chaque commande permetd’exécuter une analyse spécifique et de croiser les résultats obtenus afin d’affiner l’in-terprétation des données génomiques. En tant que logiciel open source, il est librementaccessible sur GitHub (?) et peut être facilement installé via Conda (?), facilitant ainsi sonintégration dans divers environnements bioinformatiques.

1.1 . La méthode PPanGGOLiN

Pour construire un graphe de pangénome partitionné, PPanGGOLiN suit une listed’étapes présentées sur la figure II.1.1. En données d’entrée, PPanGGOLiN prend un en-semble de génomes annotés 1. Les gènes des génomes seront clusterisés 2 en famillesde gènes homologues. Ces familles seront utilisées comme nœuds pour construire legraphe de pangénome et la relation de voisinage entre les gènes des familles dans lesgénomes comme arêtes. À partir du graphe de pangénome et de la matrice de pré-sence/absence des familles dans les génomes, PPanGGOLiN applique des algorithmesstatistiques et de machine learning pour déterminer le nombre de partitions et assi-gner les familles à une partie (persistent, shell ou cloud). Le partitionnement est reportésur le graphe de pangénome pour obtenir le graphe de pangénome partitionné.
Le logiciel PPanGGOLiN intègre une ligne de commande correspondant à chacunede ces étapes, et un workflow pour construire et partitionner automatiquement le pan-génome à partir des fichiers de génome. Le pangénome est enregistré dans un fichierau format HDF5 assurant une compréhension et une structuration des données effi-caces. Une fois le graphe de pangénome obtenu, plusieurs commandes permettent deréaliser des analyses automatiques, avec des rapports sous forme de tableaux ou defigures.

1. Il est conseillé d’utiliser au moins 15 génomes ayant des variations de contenue en gènes pourpartitionner correctement le graphe de pangénome.2. Rappel : nous utilisons le mot cluster pour parler du regroupement des gènes en familles par si-milarité et partitionnement pour l’assignation des familles à une partie dans le pangénome (core, shell,
cloud. . .)
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Figure II.1.1 – Aperçu général de la méthode PPanGGOLiN. L’exemple comprend 4 génomes annotés,dont les gènes sont représentés par des rectangles de couleurs. Une même couleur indique que lesgènes sont homologues. Les gènes sont clusterisés en familles représentées par des cercles de couleurcorrespondant aux gènes qu’elles contiennent. Dans le graphe, elles constituent les nœuds et sont reliéespar des arêtes représentant leur relation de voisinage dans les génomes. Le poids des arêtes représentele nombre de génomes où le voisinage existe. Parallèlement, les familles de gènes sont codées sous laforme d’une matrice de présence/absence qui indique pour chaque famille si elle est présente ou nondans les génomes. Le pangénome est ensuite divisé en K partitions (K = 3 dans cet exemple) en estimantles meilleurs paramètres de partitionnement par un algorithme statistique. PPanGGOLiN renvoie ungraphe du pangénome partitionné où les partitions sont superposées au graphe de voisinage. En outre,de nombreux tableaux, graphiques et statistiques sont fournis par le logiciel. Extrait de (Gautreau, 2020)
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1.1.1 . Construction du graphe de pangénome

PPanGGOLiN utilise comme données d’entrée un jeu de génomes procaryotes dela même espèce 3. Ces génomes peuvent déjà être annotés et donc contenir les gènes(format GFF ou GBFF) ou alors contenir uniquement la séquence nucléique. Dans lesecond cas, PPanGGOLiN prédira les gènes en utilisant laméthode Prodigal (Hyatt et al.,2010). Il détecte également les ARNs à l’aide des logiciels ARAGORN et Infernal (Laslettet Canback, 2004; Nawrocki et Eddy, 2013).
PPanGGOLiN est un outil reposant sur les familles de gènes pour la constructiondu pangénome. Il regroupe les gènes en familles en utilisant l’outil MMSeqs2 (Steineg-ger et Söding, 2017), qui applique un workflow automatique de clustering. Ce processuspermet de regrouper les gènes homologues en familles avec des seuils (par défaut) de80 % d’identité (Fedrizzi et al., 2017; Iraola et al., 2017; Batty et al., 2018) et 80 % de cou-verture (Sjölander et al., 2011) sur les deux séquences, en s’appuyant sur l’algorithmede clustering Connected Component. Bien que cette méthode soit efficace, elle présenteune limite dans la gestion des fragments de gènes. Pour y remédier, une étape de dé-fragmentation est intégrée afin de réassigner ces fragments à leurs familles d’origine.Cette correction repose sur un réalignement des séquences représentantes de chaquefamille avec MMSeqs2, en conservant les mêmes paramètres d’identité et de couver-ture, mais en adaptant la couverture à la plus petite des deux séquences comparées.Enfin, un algorithme de clustering, prenant en compte la taille des familles et des sé-quences, est appliqué pour regrouper les fragments avec leur séquence complète cor-respondante.
Le graphe de pangénome est ensuite construit à partir des familles (nœuds dugraphe) et de leur relation de voisinage dans les génomes (arêtes). Deux nœuds sontconnectés si les familles de gènes correspondantes contiennent aumoins une paire degènes adjacents dans un génome. Les arêtes sont étiquetées avec les identifiants desgénomes correspondants et pondérées par la proportion de génomes partageant celien.

1.1.2 . Partitionnement du graphe

Pour partitionner le graphe, PPanGGOLiN commence par classer les familles degènes en K partitions (K ≥ 2) à partir d’une matrice binaire indiquant la présence(1) ou l’absence (0) d’un gène dans un génome donné. Le partitionnement s’appuiesur un modèle de mélange de Bernoulli (BMM) estimé via l’algorithme d’Expectation-Maximization (EM), appelé BinEM. En plus des catégories persistent et cloud,K − 2 par-titions définissent le génome shell 4.
Dans ce modèle, chaque famille de gènes suit une distribution de mélange où lesproportions d’appartenance auxpartitions sont estimées. Pour éviter le sur-ajustement,une contrainte initiale impose une dispersion homogène au sein d’unemême partition.Chaque famille de gènes est affectée à une partition unique en fonction de sa probabi-lité d’appartenance, assignée automatiquement si cette probabilité dépasse 0,5 ; sinon,elle est placée dans la partition de fréquence intermédiaire (si K=3, cette partition cor-respond au shell). Pour choisir K, le modèle exécute plusieurs partitionnements et cal-
3. Cette description correspond à l’utilisation prévue par PPanGGOLiN. Néanmoins, PPanGGOLiN adéjà été utilisé avec des génomes appartenant à unemême Famille ou encore sur des familles de phages(Pfeifer et al., 2021)4. Le nombre de partitions K peut être fixé par l’utilisateur, sinon il est déterminé automatiquement

92



cule le critère ICL (Integrated Completed Likelihood) 5, qui équilibre la qualité du modèleet la complexité, permettant ainsi de sélectionner la valeur optimale de K.
A partir du graphe de pangénome, l’algorithme de machine learning NEM (Neigh-boring Expectation - Maximization) (Ambroise et al., 1997) améliore le partitionnementen intégrant les informations de contiguïté dans les génomes via un champ de Markovcaché, favorisant le regroupement de gènes voisins dans la même partition. Cemodèlelisse la classification en prenant en compte la structure du graphe, bien que la déter-mination du nombre optimal de partitions K repose d’abord sur BinEM.
Enfin, le partitionnement obtenu est reporté sur le graphedepangénome. Ce graphepartitionné peut être visualisé et exploré via un fichier de sortie, généré par PPanGGO-LiN et visualisable dans l’outil Gephi (Bastian et al., 2009). Un exemple de graphe par-titionné, correspondant au pangénome de Acinetobacter Baumannii, est présenté surla figure II.1.2. Sur le graphe, on peut voir de longs chemins de familles persistantes(orange), entrecoupés de portions de familles variables shell (vert) ou cloud (bleu). L’ex-ploration et l’analyse de ces régions variables (encadré de la figure II.1.2, par exemple)est particulièrement intéressante, puisque c’est dans ces zones que l’on va retrouverles régions de plasticité génomique.

Figure II.1.2 – Graphe de pangénome de Acinetobacter baumannii. Le pangénome est construit avecPPanGGOLiN à partir de 3117 génomes de A. baumannii. Les arêtes reliant les familles persistent, shellet cloud sont respectivement colorées en orange, vert et bleu. Les connexions entre familles de gènesappartenant à différentes partitions sont représentées par des couleurs mélangées. Pour améliorer lalisibilité, les familles comptant moins de 20 gènes ne sont pas affichées, bien qu’elles représentent 84,68% des nœuds (principalement des familles à un seul gène). Un encadré dans le coin supérieur gauchezoome sur une région ramifiée où plusieurs chemins alternatifs shell et cloud sont présents dans l’espèce.Cette région est impliquée dans la biosynthèse du principal antigène polysaccharidique de A. baumannii.Les deux chemins les plus fréquents (Sv12/PSgc12 et Sv9/PSgc9) sont mis en avant en kaki et vert fluores-cent.
5. Le critère ICL correspond à un critère BIC (Bayesian Information Criterion). Le BIC estime la vrais-semblance dumodèle à partir du nombre d’observations dans l’échantillon et du nombre de paramètreslibres du modèle. L’ICL ajoute une penalité basé sur l’entropie moyenne estimé.
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1.2 . La méthode PanRGP

Le logiciel PPanGGOLiN intègre une méthode pour l’identification des régions deplasticité génomique et la prédiction des spots d’insertion, la méthode panRGP (Bazin
et al., 2020). Cetteméthode repose sur l’utilisation du graphe de pangénomepartitionnépour ne pas avoir à comparer l’ensemble des génomes (ce qui est déjà fait dans laconstruction du pangénome) et donc d’être plus efficace que les outils de génomiqueclassique.

1.2.1 . Identification des régions de plasticité génomique

Les régions de plasticité génomique sont des objets génomiques : la méthode deprédiction décrite dans la figure II.1.3 est appliquée à chaque génome du pangénome,sur lesquels on a projeté les partitions du pangénome.
Pour chaque gène du génome, on calcule un score sg demanière séquentielle le longdes contigs qui est égal au score du gène précédent auquel on applique une pénalité ouune prime en fonction de la partition du gène. Si le gène est shell ou cloud, on appliqueune prime correspondant à la somme de 2 constantes, v qui favorise le gène variableet ϵ pour égaliser les résultats quelque soit le sens de lecture du contig. Si le gène est

persistent, on applique une pénalité p. Pour pénaliser la succession de gènes persistent,la pénalité est exponentiellement proportionnelle au nombre (n) de gènes persistentsuccessifs précédents (pn).
Si le génome est linéaire, le premier gène de chaque contig aura un score de 0. Dansle cas des séquences circulaires, un premier gène est choisi et un score initial de 0 lui estattribué, puis l’algorithme assigne un score à tous les autres gènes. À la fin du contig,le gène avec un score de 0 est réévalué. Ce nouveau score sert de base pour exécuterune nouvelle boucle de calcul de score qui s’arrête dès qu’un gène obtient un score de0 ou jusqu’à atteindre le dernier gène du contig.
Pour détecter les RGPs, l’algorithme parcourt chaque contig à la recherche du gèneayant le score le plus élevé, à condition qu’il dépasse le seuil smin (fixé par défaut à4). Ce gène marque la fin initiale de la RGP. Ensuite, les gènes situés en amont sontajoutés progressivement jusqu’à rencontrer un gène dont le score est nul. La région estalors considérée commeune RGP uniquement si elle contient un nombre de nucléotidesupérieur au seuil minimal attendu lmin (fixé par défaut à 3 000 bp). Enfin, le scorede la RGP est recalculé en repartant du dernier gène détecté, en appliquant la mêmeméthode de calcul que précédemment.

1.2.2 . Prédiction des spots d’insertion

Les spots correspondent à des régions où de nombreux éléments se sont insérésau cours de l’évolution, et donc ce sont des régions fortement variables. Aux extrémitésde chaque RGP, on sélectionne un nombre c de gènes persistants non multigéniques,convertis en familles de gènes pour rendre l’algorithme indépendant de l’orientation.
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Figure II.1.3 – PanRGP : vue d’ensemble de laméthode de détection des RGP. Les boîtes représententles gènes codant des protéines : les couleurs orange, vert et bleu correspondent respectivement auxpartitions persistent, shell et cloud. Les boîtes en pointillés signalent les gènes appartenant à des famillesmultigéniques. Dans cet exemple, deux RGP sont détectées : RGP1 avec un score de 5 et RGP2 avec unscore de 4. La valeur n associée à chaque gène correspond au nombre de gènes persistants consécutifsen aval. Les valeurs f(g) représentent le résultat d’une fonction utilisée pour calculer le score de chaquegène (sg). Ici, les paramètres par défaut p et v sont fixés respectivement à 3 et 1.

Un graphe G(V,E) est construit, où chaque nœud représente les bordures d’uneRGP et chaque arête relie deux nœuds ayant des ensembles de familles de gènes si-milaires. Deux bords sont considérés comme proches si leurs e premières famillessont identiques ou si leurs ensembles ordonnés se chevauchent d’au moins o familles.Lorsque tous les bords de deux RGPs correspondent, une arête est ajoutée, et les com-posantes connexes du graphe définissent les spots, auxquels sont associées les RGPscorrespondantes.
Les paramètres par défaut sont c = 3, e = 1, o = 2. Chaque spot est évalué se-lon plusieurs métriques, comme le nombre de RGPs et de familles de gènes. Les RGPssans c gènes persistants consécutifs ne sont pas prises en compte, car elles sont soitincomplètes (bords de contigs), soit correspondent à des plasmides.

1.3 . La méthode PanModule

Dans les génomes, et notamment dans les GIs et les spots, des groupes de gènessont supposés avoir suivi la même histoire évolutive. Ces ensembles de gènes, cooc-currents et colocalisés, sont appelés desmodules conservés. La méthode panModule(Bazin et al., 2021), intégrée à PPanGGOLiN, permet de détecter ces modules depuis legraphe de pangénome partitionné.
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Tout d’abord, un pangénome est reconstruit à partir des génomes, mais celui-ci in-tègre, en plus des arêtes de voisinage directes, des arêtes entre les familles séparéesdans les génomes d’un espace intergénique inférieur à t gènes. Lorsque t > 1, cela équi-vaut à appliquer une fermeture transitive partielle sur les graphes de génomes, ce quipermet de relier des familles même si leurs gènes ne sont pas directement adjacents.Cette approche est particulièrement utile lorsqu’unmodule génomique est interrompupar l’insertion d’un gène (comme une séquence d’insertion) ou lorsque des gènes ontété perdus à la suite d’un événement de délétion ou de pseudogénisation.
Les arêtes vont ensuite être filtrées selon deux coefficients de similarité de Jac-

card :
J(vi, ei,j) =

wei,j

wvi

, J(vj, ei,j) =
wei,j

wvj

(1.1)
où :
• wvi et wvj correspondent au nombre de gènes associés aux familles vi et vj , res-pectivement.
• wei,j représente le nombre de paires de gènes ayant servi à créer l’arête ei,j entreles nœuds vi et vj .
Un seuil s est défini comme la similarité minimale de Jaccard nécessaire pour consi-dérer une arête comme appartenant à un module. Si les deux coefficients de Jaccardvérifient :

J(vi, ei,j) > s et J(vj, ei,j) > s (1.2)
alors l’arête est conservée ; sinon, elle est supprimée du graphe. De plus, les nœudscorrespondants à des familles de gènes présentes dans moins de m génomes sontégalement retirés.
Après cette phase de filtrage, les composantes connexes du graphe sont extraitesà l’aide d’un algorithme de parcours en largeur (BFS) modifié. Une composante estconsidérée comme un module prédit si elle contient au moins trois nœuds appar-tenant aux familles shell, cloud ou multigéniques persistantes, selon la classificationPPanGGOLiN. En revanche, les modules constitués de familles persistantes nonmul-

tigéniques ne sont pas pris en compte. Ces familles correspondent généralement àdes régions synténiques conservées dans la majorité des génomes étudiés, avec peuou pas d’événements de réarrangement.
Les modules prédits peuvent ensuite être associés aux autres analyses de PPanG-GOLiN, en identifiant sur quelles RGPs et dans quels spots sont retrouvés les modules.
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2 - Évolution de PPanGGOLiN : présentation de la version
2

PPanGGOLiN est un outil dont le développement a commencé (sur GitHub) en 2018.Avec plus de 2000 commits 1 actuellement, et 7 ans de développement, le code a connude nombreuses évolutions. De plus, ces modifications sont l’œuvre de plusieurs déve-loppeurs qui se sont succédés et qui ont collaboré activement au projet.
Le développement de nouvelles méthodes, l’ajout de nouveaux outils, ou encoresimplement le débogage devenait de plus en plus lourd. De plus, dans le cadre de mathèse, PPanGGOLiN allait être utilisé comme outil et certaines fonctionnalités devaientêtre améliorées. C’est avec cet objectif en tête que Jean Mainguy (ingénieur au LAB-GeM), Guillaume Gautreau (chercheur INRAE), Adelme Bazin (ingénieur de recherche),Alexandra Calteau (chercheuse CEA), David Vallenet (directeur de recherche CEA) etmoi-même avons développé et proposé en janvier 2024 une version 2 de PPanGGOLiN.Cette nouvelle version contient de nouvelles fonctionnalités pour l’analyse des pangé-nomes, mais aussi de nombreuses améliorations techniques.
Dans ce chapitre, nous reviendrons sur les changements majeurs apportés dansla version 2 de PPanGGOLiN. D’autres changements plus anecdotiques ne seront pasabordés. Néanmoins, une des améliorations concerne l’écriture des notes de versionqui sont plus détaillées. Toutes les modifications sont alors visibles dans ces notes surle GitHub de PPanGGOLiN https://github.com/labgem/PPanGGOLiN/releases.

2.1 . Nouvelles fonctionnalités et amélioration méthodologique

2.1.1 . Developpement de nouvelles méthodes d’analyse

2.1.1.1 . Recherche de contexte génomique

a. Définition

Le contexte génomique (Genomic Context, GC) désigne l’organisation spécifique desgènes au sein d’un génome. Durant l’évolution, cette organisation va subir des pres-sions de sélection. Si elle se maintient conservée, on peut postuler que les gènes duGC sont impliqués dans un même processus biologique. C’est pourquoi, la recherchede GCs conservés dans les génomes est utilisée pour prédire la fonction de gènes in-connus en les associant à d’autres dont la fonction est connue. C’est le principe ducoupable par association (Aravind, 2000). Rechercher un GC (ou un sous-ensemble dece dernier) dans les génomes permet ainsi d’identifier des processus biologiques et desdérivés dans les génomes, comme le fait antiSMASH (Medema et al., 2011), en détectantspécifiquement les clusters de gènes biosynthétiques (BGCs).

1. ajout, suppression oumodification de code validé etmarqué dans le système de gestion de version(ici Git)
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Une des méthodes de recherche de GC dans les génomes repose sur le voisinagedes gènes dans les séquences. On considère des gènes comme fonctionnellement liéss’ils sont régulièrement retrouvés à proximité les uns des autres dans divers génomes,même sans être directement adjacents. Ce type de signal permet de détecter des as-sociations fonctionnelles conservées, même entre des gènes non homologues.
Cette approche est particulièrement intéressante dans le cadre des graphes de pan-génome, comme ceux produits par PPanGGOLiN. Le graphe de pangénome intègredéjà l’information sur le voisinage direct des gènes à travers l’ensemble des génomesétudiés. Cela permet d’extraire efficacement le contexte génomique directement de-puis le graphe. De plus, cette approche permet de capturer toute la diversité géno-mique d’un ensemble d’organismes : non seulement les gènes conservés dans toutesles souches, mais aussi les gènes accessoires, présents uniquement dans certainesd’entre elles. Ainsi, l’extraction du contexte génomique àpartir d’un pangénomepermetdemieux refléter la diversité biologique réelle tout en accélérant la prédiction fonction-nelle des gènes.

b. Méthode de recherche de contexte génomique

L’algorithme de prédiction (figure II.2.1) s’inspire de celui proposé dans panModule(Bazin et al., 2021). Cependant, contrairement à ce dernier, qui vise à extraire l’ensembledes contextes génomiques conservés, notre approche se focalise sur l’identificationprécise des contextes associés à un ensemble de protéines cibles. L’objectif est d’ex-traire, au sein du pangénome, les familles de gènes conservées dans le contexte de cesprotéines.
La première étape consiste à aligner les gènes cibles (target) avec les familles degènes du pangénome. Cet alignement est effectué à l’aide de MMSeqs2 (Steinegger etSöding, 2017), avec un seuil de 80%d’identité et 80% de couverture entre les séquencesprotéiques des gènes et celles des familles. Les familles correspondant aux séquencesalignées sont alors étiquetées comme target (représentées en bleu et orange dans lafigure II.2.1).

Figure II.2.1 – Méthode de recherche du contexte génomique dans un graphe de pangénome.
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À partir de ces familles target, nous reconstruisons un sous-graphe du pangénome.Ce sous-graphe intègre non seulement les arêtes de voisinage direct, mais aussi desarêtes de transitivité reliant des familles situées à une distance t. Ainsi, l’algorithme cap-ture non seulement les relations directes, mais aussi celles entre familles avoisinantes.Par exemple, dans la figure II.2.1, avec t = 1, des arêtes de transitivité sont créées entrele gène bleu et les gènes vert et noir, ainsi qu’entre le gène violet et les gènes rouge etgris.
Pour limiter la taille du sous-graphe, un paramètre window est introduit. Il contrôlele nombre de gènes adjacents — de part et d’autre de la target— pris en compte pourla création des arêtes de transitivité.
Le sous-graphe obtenu forme alors une composante connexe intégrant l’ensembledes relations de voisinage jusqu’à la distance t. Un filtre de Jaccard (cf. équation 1.1) estensuite appliqué pour conserver uniquement les arêtes les plus pertinentes.
Enfin, nous extrayons toutes les composantes connexes contenant au moins unefamille target, représentant ainsi les contextes génomiques conservés autour des pro-téines cibles.

2.1.1.2 . Metadonnées

Dans le cadre de l’ajout de nouvelles fonctionnalités à PPanGGOLiN, une premièreavancée que j’ai développée concerne l’ajout de métadonnées à l’ensemble des élé-ments du pangénome, incluant les gènes, contigs, génomes, familles, arêtes, RGPs,spots et modules. Le format attendu des métadonnées est particulièrement flexible,l’utilisateur fournit un fichier tabulé, ne nécessitant au minimum que l’identifiant del’objet concerné dans le pangénome. L’utilisateur peut ainsi associer des métadonnéesde tout type, sans restriction de format. De plus, chaque métadonnée est liée à unesource spécifique, ce qui permet à un même objet d’en contenir plusieurs, issues dedifférentes sources d’annotation. Pour assurer une gestion optimisée et performante,ces métadonnées sont directement enregistrées dans le fichier HDF5 du pangénome.Bien qu’elles ne soient pas directement exploitées pour l’analyse du pangénome, ellessont intégrées aux sorties générées par PPanGGOLiN afin de faciliter l’interprétation etl’exploration des résultats.
2.1.1.3 . Projection

Pour faciliter l’exploration des résultats, une nouvelle sortie de visualisation des
données a été développée en collaboration avec Jean Mainguy. Celle-ci permet de gé-nérer, pour chaque génome, un fichier JSON compatible avec Proksee (Grant et al.,2023). Grâce à cette fonctionnalité, il est désormais possible de visualiser un génome,sous forme circulaire (figure II.2.2), où les éléments du pangénome ont été intégrés,notamment les parties persistantes et variables, ainsi que les RGPs, spots et modules.Proksee permet également de lancer des analyses supplémentaires sur les génomes,comme CARD (Alcock et al., 2023) pour annoter les gènes de résistance aux antibio-tiques, CRISPRCasFinder (Couvin et al., 2018) pour la prédiction des systèmes CRISPR-Cas, ou encore Phigaro (Starikova et al., 2020) qui permet d’identifier les régions deprophages.
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L’intégration de cette nouvelle sortie est d’autant plus intéressante dans une autrenouvelle fonctionnalité de PPanGGOLiN : la projection des résultats du pangénomesur un génome externe. En effet, il est désormais possible de comparer un nouveaugénome au pangénome déjà calculé. Pour cela, les gènes du génome externe sont ali-gnés aux séquences référentes des familles de gènes en utilisant MMSeqs2 (Steineg-ger et Söding, 2017). Les gènes dont l’alignement dépasse un seuil défini d’identité etde couverture sont alors associés à une famille existante, tandis que les autres gènesforment chacun une nouvelle famille (singleton) attribuée à la partition du cloud. Ainsi,l’ensemble des gènes du génome externe se voit assigner une partition, ce qui per-met d’appliquer les algorithmes de prédiction des RGPs et d’associer les spots et lesmodules au génome étudié.
Enfin, cette fonctionnalité de projection prend également en compte les métadon-nées, assurant ainsi la transmission des informations du pangénome aux gènes dugénome externe. Cette intégration renforce la cohérence des analyses en permettantd’exploiter les annotations des utilisateurs pour unemeilleure interprétation des résul-tats.

Figure II.2.2 – Principe de fonctionnement de la méthode de projection. Le génome sur lequel lepangénome est projeté, est un génome de la même espèce que ceux qui ont servi à construire le pangé-nome. Sur la droite, un exemple de sortie disponible dans PPanGGOLiN et généré dans les projections, leProksee (Grant et al., 2023) d’un génome de A. baumannii où les résultats du pangénome ont été projeté.

2.1.1.4 . Analyse comparée des RGPs

Une nouvelle fonctionnalité a été intégrée à PPanGGOLiN pour permettre l’analysecomparative des RGPs entre plusieurs génomes d’un même pangénome. Désormais,il est possible de regrouper (clusteriser) les RGPs similaires (figure II.2.3a). Deux RGPssont considérés comme partageant un contenu commun si leurs gènes appartiennentaux mêmes familles de gènes. À partir de cette définition, un score de correspondancedu répertoire génique (Gene Repertoire Relatedness, GRR) est calculé, soit sur la RGP laplus petite, soit sur la plus grande :

GRRmin =
nombre de gènes partagés

nombre de gènes de la plus petite RGP
GRRmax =

nombre de gènes partagés
nombre de gènes de la plus grande RGP

(2.1)
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Le processus de clustering repose sur une modélisation par graphe. Chaque RGPest représentée sous forme d’un nœud, et une arête est ajoutée entre deux nœuds sileur GRR dépasse un seuil défini (0,8 par défaut). Ainsi, chaque composante connexe dugraphe correspond à un ensemble de RGPs partageant un même répertoire génique.
Les résultats du clustering sont disponibles soit sous forme d’un fichier tabulé ré-capitulant les regroupements obtenus, soit dans des outils de visualisation de graphecomme Gephi (Bastian et al., 2009) ou Cytoscape (Shannon et al., 2003).
L’intégration desmétadonnées prend de nouveau tout son sens. Il est possible d’an-noter et de colorer les graphes en fonction des métadonnées associées aux gènes dupangénome, ce qui facilite l’interprétation biologique des clusters obtenus. Un exempled’application est illustré en figure II.2.3b, où le clustering des RGPs du pangénome de

A. baumannii a été réalisé. Les gènes ont été annotés avec CARD (Alcock et al., 2023)pour identifier les éléments liés à la résistance aux antibiotiques. Deux clusters ont étéextraits en guise d’exemple. Le cluster de gauche correspond à un ensemble de RGPslocalisés dans un même spot (13). Parmi eux, trois RGPs sont associées à des gènes
de résistance aux antibiotiques (nœuds en forme de triangle). Le cluster de droiteregroupe des RGPs répartis sur huit spots distincts, révélant ainsi une mobilité plusvariée dans les génomes. Contrairement au premier cluster, ces RGPs ne sont pas di-rectement associées à des gènes de résistance. Cependant, d’autres métadonnées, parexemple des annotations métaboliques, pourraient être intégrées pour identifier desfonctions communes entre ces spots.

2.1.2 . Amélioration des procédures d’analyses

2.1.2.1 . Lecture des fichiers d’annotation

PPanGGOLiN permet la construction d’un graphe de pangénome à partir de sé-quences nucléiques et de génomes préalablement annotés. Les fichiers de génomesannotés (aux formats GFF ou GBFF) contiennent déjà les gènes ainsi que leurs coor-données (contig, position, brin. . .). Ces fichiers peuvent également inclure des informa-tions sur la fonction des gènes, desmétadonnées relatives aux génomes et aux contigs,ainsi que la séquence des gènes ou des contigs eux-mêmes. Jusqu’à récemment, unepartie de ces informations était ignorée par PPanGGOLiN. Désormais, elles sont lues etstockées dans le fichier de pangénome sous forme de métadonnées.
En nous intéressant à l’annotation fonctionnelle du pangénome, nous avons ob-servé des divergences entre les séquences issues des fichiers d’annotation et celles cor-respondant aux gènes et aux familles de gènes. Nous avons notamment constaté quecertaines coordonnées de gènes présentaient une complexité particulière et corres-pondaient à des événements biologiques spécifiques, tels que des décalages du cadrede lecture (frameshift). Un ensemble de cas présentant des coordonnées atypiques aainsi été identifié et est désormais correctement pris en charge dans PPanGGOLiN.
Ces améliorations ont conduit à une meilleure construction des familles de gènes,en corrigeant des séquences auparavant incorrectement tronquées ou décalées. Parailleurs, elles ont permis d’améliorer la réécriture des séquences dans les fichiers desortie, notamment ceux destinés à Proksee (Grant et al., 2023), et, par conséquent, laqualité des annotations fournies par les outils intégrés à cette plateforme.
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(a) Méthode de clusterisation des RGPs

(b) Application du clustering des RGPs sur le pangénome de A. baumannii avec des métadonnées de résistance aux anitbiotiques(AMR)
Figure II.2.3 – Clustering des RGPs.
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2.1.2.2 . Exécution de PPanGGOLiN via un fichier de configuration

PPanGGOLiN intègre désormais la possibilité de générer un fichier de configuration.Ce fichier contient l’ensemble des commandes de PPanGGOLiN pouvant être exécutéesainsi que les paramètres spécifiques à chaque commande et les globaux. A partir de cefichier, PPanGGOLiN peut lancer une analyse de novo sans préciser les paramètres dela ligne de commande. Ce fichier offre ainsi une alternative plus souple et organisée àl’exécution classique en ligne de commande. Il présente aussi plusieurs avantages. (i)Une exécution entièrement paramétrable des workflows. Jusqu’à présent, l’exécutionde PPanGGOLiN dans un workflow reposait sur un nombre restreint de paramètres enligne de commande. Cette limitation visait à éviter une surcharge des lignes de com-mande ainsi que d’éventuels conflits de nommage entre paramètres. Grâce aux fichiersde configuration, il devient possible de paramétrer entièrement un workflow, en défi-nissant de manière explicite toutes les options requises. (ii) Une intégration facilitéedans les pipelines d’analyse. L’utilisation de fichiers de configuration simplifie considé-rablement l’intégration de PPanGGOLiN dans des pipelines d’analyse. En effet, l’exécu-tion d’outils en ligne de commande au sein de pipelines automatisés (souvent via desscripts Bash) peut poser plusieurs difficultés, telles que : une mauvaise interprétationdes types de paramètres (par exemple, un entier lu comme une chaîne de caractères),des erreurs dans la gestion des chemins de fichiers, des conflits entre options spéci-fiques. L’emploi d’un fichier de configuration permet d’éliminer ces problèmes en stan-dardisant et sécurisant la transmission des paramètres. Cette approche a notammentété adoptée lors de l’intégration de PPanGGOLiN dansMicroScope (Vallenet et al., 2020).
L’ajout des fichiers de configuration s’inscrit également dans les principes FAIR 2. Enparticulier, ils renforcent la reproductibilité des analyses. PPanGGOLiN permet ainsi degénérer, à partir d’un pangénome, un fichier de configuration contenant toutes les op-tions ayant permis sa construction. Cela garantit que, pour un même jeu de données,les analyses restent strictement reproductibles, favorisant ainsi une science plus ou-verte et plus éthique. Cette avancée est particulièrement bénéfique dans un contextede publication scientifique, où la transparence et la reproductibilité des analyses sontessentielles.

2. Les principes FAIR visent à garantir que les données et les logiciels scientifiques soient faciles àretrouver (Findable), accessibles (Accessible), interopérables (Interoperable) et réutilisables (Reusable).Bien que ces principes aient été initialement conçus pour les données et le Big Data, ils s’appliquentégalement aux outils bioinformatiques.
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2.2 . Optimisation technique

Au-delà de l’ajout de nouvelles fonctionnalités, la version 2 de PPanGGOLiN a bé-néficié de nombreuses améliorations visant à optimiser son efficacité, son ergonomieet sa maintenabilité. Parmi celles-ci, les optimisations techniques ont joué un rôle cléen réduisant la taille des fichiers générés, les temps de lecture ainsi que la mémoireutilisée.
2.2.1 . Amélioration de l’efficacité de PPanGGOLiN

L’une des améliorations concerne l’optimisation du processus d’annotation des gé-nomes. À cette fin, l’exécution de Prodigal (Hyatt et al., 2010) a été remplacée par l’inté-gration de Pyrodigal (Larralde, 2022). Ce changement présente deux avantages princi-paux. Premièrement, la réduction des entrées/sorties (I/O) et l’amélioration de la ges-tion de la mémoire. Contrairement à l’exécution de Prodigal, qui nécessitait de gé-nérer des fichiers intermédiaires contenant les résultats d’annotation, Pyrodigal re-tourne directement les annotations sous forme d’objets Python utilisables par PPanG-GOLiN. Cette approche permet de ne pas avoir à écrire et lire des fichiers intermé-diaires pour chaque génome, réduisant ainsi l’empreinte mémoire et améliorant l’effi-cacité des opérations d’I/O. Deuxièmement, Pyrodigal intègre plusieurs améliorationsau moteur de Prodigal, notamment une optimisation du calcul du score de connexion.Ce score est utilisé pour évaluer la probabilité d’une transition entre deux codons enfonction de divers critères (cadre de lecture, type de codon – initiation ou stop –, orien-tation du brin. . .). Comme l’a souligné Larralde (Larralde, 2022), le calcul du score deconnexion sur de longues séquences peut être coûteux en temps de calcul. Pyrodi-gal améliore ce processus en implémentant un filtrage heuristique, qui permet d’igno-rer les connexions clairement invalides dès le départ. De plus, Pyrodigal exploite lesfonctionnalités SIMD (Single Instruction, Multiple Data) des CPU modernes pour trai-ter plusieurs nœuds de calcul simultanément. Cela permet de traiter 8 nœuds avec lesfonctionnalités NEON et SSE2, et 16 nœuds avec AVX2 (figure II.2.4). Ces optimisationsréduisent le temps de calcul et améliorent significativement l’efficacité globale de laprédiction des gènes dans PPanGGOLiN.

Figure II.2.4 – Évaluation des performances de calcul des scores de connexion. L’évaluation est réa-lisé avec différents backends SIMD pour le filtre heuristique (SSE2 ou AVX2), avec un backend générique(Generic) ou sans activer le filtre (None). Chaque séquence a été traitée 10 fois sur un processeur i7-10710Uà 1,10 GHz. Extrait de (Larralde, 2022)
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Toujours dans l’objectif d’amélioration de l’efficacité de PPanGGOLiN, les fonctionsde lecture ont été revues, afin de réduire le temps de chargement des données et l’utili-sation de lamémoire. Pour atteindre cet objectif, plusieursmodifications ont été appor-tées à la manière dont les objets du pangénome sont interconnectés, afin de limiter lechargement de données inutiles. Dans PPanGGOLiN, la structure hiérarchique des ob-jets implique, par exemple qu’un gène appartient à un contig, lequel est lui-même ratta-ché à un génome. Or, dans certaines commandes, le chargement des gènes entraînaitsystématiquement celui des contigs et des génomes, augmentant ainsi le temps d’exé-cution. Pour pallier ce problème, j’ai réorganisé ces dépendances et réécrit plusieursfonctions de lecture afin de rendre l’accès aux données plus sélectif et plus efficace.
L’une des améliorations les plus significatives concerne la lecture des spots. Uneréécriture de cette fonction a permis une réduction drastique du temps de lecture. Surun pangénome de 3 083 génomes de E. coli, le temps de lecture de 2 036 spots estpassé de 25 minutes (dans un temps total de lecture du pangénome de 36 minutes) àseulement 3,5 secondes (pour un temps total réduit à 9 minutes et 38 secondes) 3.
Dans cette même optique, des améliorations ont également été apportées à l’écri-ture des séquences (nucléotidiques et protéiques). Dans les versions précédentes dePPanGGOLiN, pour faciliter le filtrage des séquences demandées par l’utilisateur, l’en-semble du pangénome et de ses objets était chargé en mémoire, ce qui entraînait uneconsommation importante de ressources. Désormais, les séquences sont directementextraites du fichier HDF5, évitant ainsi la recréation systématique des objets du pangé-nome et réduisant significativement l’utilisation de la mémoire.
Avec l’augmentation continue du nombre de génomes disponibles, les pangénomesgénérés par PPanGGOLiN sont devenus de plus en plus volumineux. Malgré une struc-ture de stockage compacte, reposant sur le package PyTable (Team, 2002), la taille desfichiers HDF5 a considérablement augmenté, en raison du nombre croissant de gé-nomes et des nouvelles fonctionnalités enrichissant les données stockées. Pour remé-dier à ce problème, l’architecture interne du fichier HDF5 a été revue afin d’éliminer lesredondances, en particulier dans l’annotation des gènes et de leur séquence. En effet,entre différents génomes, les gènes peuvent partager des caractéristiques communestelles que leur position, leurs coordonnées ou encore leur orientation sur le brin. Or,ces informations étaient systématiquement dupliquées dans l’ancienne structure. Afinde réduire cette redondance, une table de référence a été mise en place pour centrali-ser ces informations et leur attribuer un identifiant unique, à la manière d’une base dedonnées relationnelle. Chaque gène peut ainsi être associé à son annotation optimisée,sans nécessiter la répétition de ses caractéristiques dans l’ensemble du pangénome.Cette optimisation a permis une réduction significative de la taille des fichiers HDF5.Comme illustré en figure II.2.5, la taille des pangénomes a été divisée par 3,5 pour unensemble de 1 000 génomes, et par 6,5 pour un pangénome de 2 500 génomes. Au-delàdu gain en espace de stockage, cette amélioration contribue également à l’accélérationdes temps de lecture. En effet, elle participe à la lecture non systématique des informa-tions liées aux gènes lors du chargement du pangénome, ce qui allège le processus etaméliore les performances globales de l’outil.
Ces optimisations rendent PPanGGOLiN plus performant, plus rapide et plus adaptéaux analyses pangénomiques de grande échelle, tout en maintenant une gestion effi-cace des ressources.
3. Cette amélioration est particulièrement visible sur les pangénomes de grande taille contenant unnombre important de spots, ce qui explique pourquoi le problème n’avait pas été détecté auparavant.
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Figure II.2.5 – Comparaison des tailles des fichiers de pangénome entre la version 1 et 2 de PPanG-
GOLiN.

2.2.2 . Optimisation du code : lisibilité, maintenance, tests et processus de mise à
jour

En tant que logiciel open source, le code de PPanGGOLiN est accessible à tous,conformément aux principes de la science ouverte. Ce choix présente plusieurs avan-tages : il permet à la communauté d’utilisateurs de signaler d’éventuels comportementsinattendus (problèmes de performance, bugs, etc.), mais aussi de contribuer directe-ment à l’amélioration du logiciel en proposant des corrections ou des optimisations.Afin d’assurer la pérennité et la maintenabilité du projet, nous avons entrepris une ré-vision complète du code, avec pour objectif principal de le rendre plus lisible, homogèneet facile à maintenir pour les développeurs actuels et futurs.
2.2.2.1 . Mise en place de bonnes pratiques de développement

La première étape du reformatage a consisté à aligner PPanGGOLiN avec les ver-sions maintenues et corrigées de Python. Les packages les plus utilisés suivent égale-ment cette logique. En mettant à jour le code pour être compatible avec les versionsrécentes de Python, nous bénéficions des dernières mises à jour des packages, ainsique des optimisations et corrections apportées par le langage lui-même. Ainsi, noussommes passés de Python 3.8 à Python 3.12.
Pour améliorer la lisibilité et garantir une cohérence au sein du code, nous avons in-troduit un ensemble de règles et de processus applicables pour tous les développeurs.La première étape a été l’adoption des bonnes pratiques de codage en Python, en sui-vant les recommandations des PEP (Python Enhancement Proposals). L’application de cesdirectives présente plusieurs bénéfices. Premièrement, le code est plus structuré et li-
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sible. Par exemple, les conventions de nommage permettent d’identifier rapidement lanature des variables et objets :
• Nom des classes en CamelCase (e.g. GeneCluster)
• Constantes en majuscules (e.g.MAX_ITERATIONS)
• Fonctions et méthodes en snake_case (e.g. compute_similarity_score)
Cette homogénéité facilite la lecture et la compréhensiondu codepar tous les contri-buteurs. Deuxièmement, les règles PEPpermettent demettre enplace desmicro-optimisationspour de meilleures performances. Par exemple, en privilégiant l’utilisation de généra-teurs plutôt que des listes temporaires, ce qui permet d’optimiser l’utilisation de la mé-moire.
Afin de faciliter l’application de ces règles et d’assurer leur respect de manière sys-tématique, nous avons intégré le package python Black (https://github.com/psf/

black) pour le formatage automatique du code. Lors de chaque mise à jour du codesur GitHub, Black est exécuté automatiquement pour reformater le code selon les stan-dards des PEP. Cette automatisation garantit une cohérence stylistique, réduit la chargede travail des développeurs et simplifie la gestion des contributions extérieures.
Grâce à ces améliorations, le code de PPanGGOLiN devient plus clair, plus perfor-mant et plus facile à maintenir, assurant ainsi une plus grande longévité au projet etune meilleure collaboration au sein de la communauté open source.

2.2.2.2 . Maintenance et test du code

PPanGGOLiN est avant tout un projet de recherche scientifique, ce qui impliquedes mises à jour fréquentes pour intégrer de nouvelles fonctionnalités et améliorerses performances. Toutefois, ces modifications peuvent introduire des bogues suscep-tibles d’altérer la fiabilité des analyses. Afin de garantir la stabilité et la robustesse dulogiciel, nous avons grandement amélioré la stratégie de tests automatisés, couvrantdifférents niveaux de validation.
a. Tests unitaires : validation des fonctionnalités élémentaires

Les premiers tests mis en place sont des tests unitaires, qui permettent de vérifierle comportement individuel des fonctions. Ces tests s’assurent que chaque fonctionproduit bien le résultat attendu, et qu’elle génère les erreurs appropriées en cas d’en-trée invalide. Actuellement, l’ensemble des classes sont testées et ainsi qu’une grandepartie des fonctions.
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b. Tests d’intégration : validation des interactions entre fonctions

Nous avons également mis en place des tests d’intégration, visant à évaluer le com-portement global du logiciel lorsque plusieurs fonctions interagissent. En effet, unefonction peut répondre comme attendu demanière isolée tout en produisant des com-portements imprévus lorsqu’elle est combinée àd’autresmodules. Ces tests permettentdonc de garantir la cohérence de l’ensemble du programme. Cependant, leur mise enœuvre reste complexe en raison des nombreuses interactions entre les fonctions dansPPanGGOLiN, ce qui limite la couverture de cette approche à une partie restreinte ducode.
c. Tests fonctionnels : validation du comportement des commandes

Enfin, nous avons introduit des tests fonctionnels, qui vérifient le comportementdes commandes complètes. Pour cela, des fichiers de résultats de référence ont étépréchargés, permettant de comparer automatiquement les nouvelles sorties avec lesrésultats attendus. Cette approche garantit que les évolutions du code n’altèrent pasl’exactitudedes analyses produites par PPanGGOLiN. Toutes les commandes dePPanG-GOLiN sont testées en prenant en compte tous les paramètres.
Lors d’une mise à jour du code, un workflow automatique est exécuté et permet devérifier que le code est bien fonctionnel. Grâce à cette infrastructure de tests, le codeest désormais plus robuste, limitant ainsi l’introduction de bogues imprévus et assurantla fiabilité des résultats scientifiques générés par le logiciel.

2.2.2.3 . Amélioration de l’expérience utilisateur

PPanGGOLiN est un logiciel conçu pour les microbiologistes, dont l’expertise prin-cipale n’est pas nécessairement l’informatique. Il est donc essentiel de garantir uneexpérience utilisateur fluide, en facilitant aussi bien l’installation que l’utilisation du lo-giciel.
Un premier effort a été porté sur la réécriture complète de la documentation, afinde la rendre plus claire, plus structurée et mieux adaptée aux besoins des utilisateurs.Désormais, elle comprend :
• Une section d’installation détaillant plusieurs méthodes adaptées à différents en-vironnements,
• Un guide de prise en main rapide pour permettre aux utilisateurs d’exécuter ra-pidement PPanGGOLiN et ses principaux workflows,
• Des sections approfondies décrivant en détail chaque commande et analyse réa-lisable,
• Un guide dédié aux développeurs, recensant les bonnes pratiques et les proces-sus de développement spécifiques à PPanGGOLiN.
De plus, la documentation est maintenant disponible sur ReadTheDocs, ce qui larend plus accessible, mieux référencée et conforme aux principes FAIR.
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Un autre aspect clé de l’amélioration de l’expérience utilisateur concerne la gestiondes erreurs. Afin de rendre les messages d’erreur plus explicites et plus informatifs,nous avons entrepris une révision complète de leur génération. Les erreurs liées à unemauvaise utilisation par l’utilisateur sont maintenant décrites de manière plus claire etpédagogique. Les erreurs techniques, destinées aux développeurs, sont quant à ellesplus précises, facilitant ainsi l’identification rapide de l’origine du problème. De plus, unplus large éventail de messages a été introduit pour couvrir davantage de cas d’erreuret améliorer la gestion des exceptions.
Grâce à ces améliorations, PPanGGOLiN devient plus intuitif pour les microbiolo-gistes et plus facile à maintenir pour les développeurs, garantissant ainsi une expé-rience utilisateur optimisée.
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3 - Application à l’étude de la dégradation du D-Apiose

Le D-Apiose est un sucre de type pentose, principalement retrouvé dans la paroicellulaire des plantes vasculaires, mais également présent en tant que métabolite se-condaire (Pičmanová et Møller, 2016). Chez les bactéries, plusieurs voies de dégrada-tion du D-Apiose ont été identifiées (Carter et al., 2018). Parmi celles-ci, la voie de latranscétolase non oxydante (figure II.3.1) constitue un mécanisme clé. Cette voie per-met la conversion du D-Apiose en D-xylulose 5-phosphate, unmétabolite intermédiairecentral impliqué dans de nombreuses voies métaboliques essentielles. La voie de latranscétolase non oxydante a été détectée chez diverses bactéries du sol, notamment
Actinobacillus succinogenes et Bacteroides vulgatus, ainsi que chez plusieurs espèces dugenre Pectobacterium.

En collaboration avec Guilhem Royer (AP-HP) et Erick Denamur (IAME), le LABGeMa identifié une voie alternative chez Escherichia coli, où l’isomérase de la première ré-action est remplacée par une succession de deux oxydoréductases. Cette voie a étéinitialement identifiée spécifiquement dans les Sequence Types (ST) 131 et 14 de E. coli,des souches pathogènes connues pour leur multirésistance aux antibiotiques et leurimplication dans les bactériémies 1 (Schembri et al., 2015; de Korne-Elenbaas et al., 2023).Ces souches colonisent principalement le tube digestif, où la capacité à dégrader le D-Apiose pourrait conférer un avantage sélectif, améliorant ainsi le fitness de ces patho-gènes.
Dans ce cadre, j’ai contribué au projet en explorant les pangénomes afin d’identifierle contexte génomique associé à la fois à la voie connue (transcétolase non oxydante)et à la voie alternative de dégradation du D-Apiose.

3.1 . Recherche du contexte génomique chez les procaryotes

J’ai commencé par rechercher la voie de dégradation du D-Apiose, à la fois soussa forme connue (transcétolase non oxydante) et sous sa forme alternative, dans lesespèces procaryotes. Pour cela, j’ai analysé le contexte génomique associé aux six pro-téines clés impliquées dans ces voies. Ces protéines incluent : 3 enzymes communesaux deux voies, les deux sous-unités de la transcétolase et la kinase ; une enzyme spé-cifique à la voie connue l’isomérase ; 2 enzymes spécifiques à la voie alternative, lesoxydoréductases.
L’analyse du contexte génomique a été réalisée sur un ensemble de 1 429 pangé-nomes d’espèces, générés à l’aide de l’outil PPanGGOLiN 2. Ces pangénomes ont étéconstruits à partir de 152 717 génomes issus de la base de données RefSeq (Pruitt et al.,2007), en utilisant la taxonomie GTDB (Parks et al., 2018) pour organiser les génomespar espèce (version RefSeq/GTDB : 220).

1. Infection bactérienne présente dans le sang.2. Les pangénomes ont été élaborés dans le cadre du projet PanGBank, visant à constituer une basede données de pangénomes d’espèces.
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Figure II.3.1 – Voie de dégradation du D-Apiose par la transcétolase non oxydante. (a) Métaboliteset réactions de la voie. La première réaction (en vert) correspond à l’isomérisation du D-Apiose en D-Apulose, catalysée par la D-Apiose isomérase. Le D-Apulose est ensuite phosphorylé en D-Apulose 4-phosphate (en rouge) par l’action d’une kinase. Enfin, la dernière transformation (en bleu) est catalyséepar la transcétolase, qui permet la production du D-xylulose 5-phosphate. (b) Contexte génomique dela voie de dégradation chez cinq espèces bactériennes. Les gènes impliqués sont représentés par desflèches colorées, dont la couleur correspond à l’enzyme codée. Les gènes gris codent des SBP (protéinesde liaison spécifiques) impliqués dans la reconnaissance du D-Apiose, tandis que les gènes noirs codentdes composants d’un système de transport ABC. Extrait de (Carter et al., 2018).

Le GC de dégradation du D-Apiose a été identifié dans 125 espèces, réparties sur 43genres, 17 familles, 15 ordres, 7 classes et 4 phylums (figure II.3.2). Parmi ces familles,les Enterobacteriaceae sont les plus représentées (66 espèces), suivies des Rhizobia-
ceae (23 espèces) et des Pseudomonadaceae (12 espèces). Cette répartition suggèreque la voie de dégradation du D-Apiose est relativement fréquente chez les bactéries.L’analyse de la distribution des données au sein des partitions du pangénome révèleque cette voie est principalement associée à un contexte persistent, avec 28 genres sur43 présentant une majorité de familles classées dans cette même partition.

Parmi les contextes identifiés, seules 7 espèces présentent la voie connue de dé-gradation du D-Apiose. Six d’entre elles appartiennent au genre Pectobacterium : P.
atrosepticum, P. brasiliense, P. parmentieri, P. carotovorum, P. versatile et P. polare. Laseptième espèce, Novosphingobium capsulatum, appartient à la famille des Sphingomo-
nadaceae et est représentée en bleu-vert clair sur la figure II.3.2. Contrairement auxespèces du genre Pectobacterium, où le contexte génomique est retrouvé dans la par-tition persistent, celui de N. capsulatum se situe dans la partition shell, ce qui pourraitsuggérer un transfert horizontal de gènes (HGT) entre ces espèces.

Par ailleurs, 3 espèces possèdent une version hybride entre la voie connue et lavoie alternative, caractérisée par la présence simultanée de l’isomérase et des 2 oxy-doréductases. Deux d’entre elles appartiennent à la famille des Sphingomonadaceae, àsavoir Sphingobium yanoikuyae et Sphingomonas koreensis, tandis que la troisième, Kleb-
siella aerogenes, appartient aux Enterobacteriaceae. La présence de voies hybrides danscertaines espèces pourrait refléter une adaptation évolutive conférant une plus grandeflexibilité métabolique en fonction des conditions environnementales.
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Enfin, des contextes partiels ont été détectés dans 13 espèces. Dix d’entre elles ap-partiennent à la famille des Enterobacteriaceae, incluant Salmonella diarizonae, Atlan-
tibacter hermannii, Yersinia enterocolitica, Leclercia adecarboxylata, Citrobacter youngae,
Yersinia bercovieri, Kosakonia radicincitans, Yersinia mollaretii, Yersinia massiliensis et Yer-
sinia intermedia. Deux autres espèces, Paracidovorax avenae et Paracidovorax citrulli,appartiennent à la famille des Burkholderiaceae, tandis que Clostridioides difficile repré-sente la famille des Peptostreptococcaceae. L’existence de ces contextes partiels pour-rait être attribuée à la présence d’autres voies métaboliques alternatives, comme pro-posé par Carter et al. (Carter et al., 2018), ou être liée à la spécificité de l’isomérase augenre Pectobacterium. L’analyse de la base de données UniProt (The UniProt Consor-tium, 2025) suggère en effet que cette enzyme présente une faible similarité avec cellesd’autres organismes, ce qui pourrait expliquer l’absence apparente de la voie connuedans certaines espèces, alors qu’un homologue fonctionnel pourrait exister.

Des recherches complémentaires seront nécessaires pour mieux comprendre lesimplications fonctionnelles de ces variations et explorer lesmécanismes évolutifs sous-jacents.
J’ai ensuite recentré mes analyses sur la famille des Enterobacteriaceae, où la voiede dégradation du D-Apiose avait été initialement identifiée (Carter et al., 2018) et àlaquelle Escherichia coli appartient. Comme l’illustre la figure II.3.3, le contexte géno-mique est principalement retrouvé dans la partition persistent (16 espèces), suivie de lapartition shell (8 espèces) et enfin de la partition cloud (5 espèces). Ces espèces appar-tiennent à plusieurs genres bactériens, notamment Klebsiella, Citrobacter, Serratia etEscherichia. La majorité d’entre elles sont connues pour être des pathogènes humains,partageant un habitat commun : le tube digestif. D’un point de vue phylogénétique ettaxonomique, ces bactéries sont étroitement apparentées à des espèces vivant dansles sols, où la dégradation du D-Apiose issu des plantes constitue un avantage sélectif.C’est notamment le cas de Pantoea vagans, une espèce isolée à partir de feuilles d’eu-calyptus (Brady et al., 2009). La présence de la voie alternative dans la partie variabledu pangénome suggère une acquisition par transfert horizontal, au cours de laquellecette nouvelle voie métabolique aurait été transférée des bactéries vivant dans les éco-systèmes du sol vers celles colonisant le microbiote intestinal et gastrique.
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Figure II.3.2 – Arbre taxonomique des procaryotes étiqueté par la présence de la voie de dégra-
dation du D-Apiose. Si une branche existe alors un GC a été détecté sinon l’embranchement n’est pascréé. Les feuilles de l’arbre représente le niveau taxonomique du genre. Les pie chart en bout de branche,représente la proportion de GC trouvé dans chaque partition du pangénome, indépendamment de laforme de la voie (connue, alternative, hybride ou partielle).
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Figure II.3.3 – Prédiction du contexte de dégradation du D-apiose dans les pangénomes des Ente-
robacteriaceae.
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3.2 . Analyse du pangénome de Escherichia coli

Par la suite, je me suis concentré sur l’espèce Escherichia coli, dans laquelle la voiede dégradation duD-Apiose impliquant deux oxydoréductases avait été identifiée. Pourcela, j’ai exploité le pangénome construit précédemment à partir des bases de donnéesRefSeq et GTDB (Pruitt et al., 2007; Parks et al., 2018), dont la composition est indiquéedans le tableau II.3.1.
Le pangénome de E. coli (figure II.3.4) est majoritairement composé de familles va-riables (points bleus), avec des chemins persistent (en orange) correspondant aux ré-gions conservées. Au sein de ces chemins, on retrouve des régions variables, consti-tuées d’éléments shell (verts) et cloud. Ces zones correspondent généralement à desspots d’insertion, où sont localisées des régions génomiques plastiques (RGPs). C’estdans ces régions variables que j’ai recherché le contexte génomique de la voie de dé-gradation du D-Apiose.

Génomes Gènes Familles2006 9334727 57444
Persistent Shell Cloud3167 7960 46317
RGPs Spots Modules164573 1968 2089

Table II.3.1 – Composition du pangénome de E. coli. Le pangénome a été généré avec PPanGGOLiN etutilise les génomes de RefSeq (Pruitt et al., 2007) en suivant la taxonomie de GTDB (Parks et al., 2018)

Figure II.3.4 – Graphe de pangénome de E. coli. Le graphe est visualisé avec Gephi (Bastian et al., 2009).L’algorithme de spatialisation utilisé est Force Atlas 2 avec une gravité forte et une échelle à 5 000.
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L’analyse a révélé que le contexte génomique associé à cette voie est localisé dans lespot 181 du pangénome (figure II.3.5). Ce spot d’insertion est identifié dans 62 génomes,chacun contenant une seule RGP. Parmi ces génomes, 31 possèdent le contexte de dé-gradation du D-Apiose. Comme illustré dans la figure II.3.5, ce contexte est égalementassocié au module 752, qui est spécifique de la voie métabolique.
L’analyse de la composition en familles du module met également en évidence laconservation de plusieurs familles de gènes qui, bien que ne jouant pas un rôle enzy-matique direct, sont essentielles au fonctionnement de la voie. On retrouve notammentplusieurs familles codant des transporteurs ABC, impliqués dans la capture et le trans-port du D-Apiose, ainsi qu’une lipoprotéine et un facteur de transcription. Ces élémentsavaient déjà été partiellement décrits par Carter et al. (Carter et al., 2018). Toutefois, l’as-sociation systématique de ces gènes au contexte génomique prédit dans le pangénomeconfirme leur rôle étroit dans l’opérabilité de la voie métabolique.

Figure II.3.5 – Visualisation du spot 181 dans les génomes de E. coli. Les gènes sont représentés pardes rectangles. La couleur des gènes représente la famille à laquelle appartient le gène.
L’identification du contexte génomique de la voie de dégradation du D-Apiose dansle spot 181 du pangénome de E. coli constitue un indice supplémentaire en faveur d’uneacquisition récente par transfert horizontal au sein de certaines lignées de E. coli.

3.3 . Identification et annotation de la voie de dégradation dans une nouvelle
souche : BVN-ST131

En juin 2024, une nouvelle souche du type ST131 a été isolée par Van Nieuwenhuyse
et al. (2024) (Van Nieuwenhuyse et al., 2024). Les auteurs ont réussi à séquencer et àobtenir le génome complet de cette souche. Dans ce contexte, j’ai cherché à identifierla présence de la voie alternative de dégradation du D-apiose au sein de cette soucheet à l’associer au spot et au module précédemment détectés.
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Pour ce faire, j’ai projeté le pangénome de E. coli sur le génome de la souche BVN-ST131 (figure II.3.6a). J’ai ensuite recherché la présence du spot 181 et dumodule 752,lesquels sont associés au contexte dans le pangénome. L’exploration via la carte Prok-see (Grant et al., 2023) a permis d’identifier une région génomique présentant le spotet le module (figure II.3.6b).
À partir de l’outil Proksee, j’ai procédé à l’alignement des protéines de la voie alter-native de dégradation avec le génome de la souche, en utilisant BLAST (Altschul et al.,1990), afin d’associer chaque gène identifié à une fonction spécifique (cercle externe envert). Cette analyse a confirmé la présence de la voie alternative, incluant les 2 oxydoré-ductases. Par ailleurs, une annotation complémentaire des gènes restants a été réali-sée à l’aide de Bakta (Schwengers et al., 2021), également via Proksee, ce qui a permis deretrouver les annotations précédemment identifiées dans le spot 181 (ABC transporter,régulateur de transcription. . .).
L’identification de cette voie de dégradation dans une nouvelle souche du type ST131confirme sa conservation au sein de ce groupe. Ces résultats vont dans le sens d’un rôlefonctionnel important dans l’adaptation et le métabolisme de ces souches, justifiantainsi des investigations supplémentaires sur son impact physiologique et évolutif.
Afin de compléter notre analyse, j’ai utilisé les outils CARD (Alcock et al., 2023) etPhigaro (Starikova et al., 2020) afin d’identifier respectivement les gènes de résistanceaux antibiotiques et les régions prophages présentes dans le génome de la soucheétudiée.
L’analyse a révélé la présence d’une RGP associée au gènemdtM, conférant une ré-sistance aux fluoroquinolones. Cette RGP a été retrouvée dans le spot 99, une régionprésente dans 1351 génomes, soit 67 % du pangénome, ce qui suggère qu’il s’agit d’unhotspot d’insertion. Par ailleurs, une seconde RGP, d’une taille de 88 kpb, a été identi-fiée. Celle-ci contient 11 gènes de résistance à divers antibiotiques : les diaminopyrimi-dines, les sulfamides, les aminoglycosides, les macrolides et les tétracyclines. Bien quecette RGP ne soit pas associée à un spot, les familles correspondantes aux gènes derésistance se retrouvent dans les modules 104 et 275, détectés respectivement dans645 et 252 génomes. De plus, une région prophage, colocalisée avec ces deuxmodules,a été identifiée et caractérisée par la présence de gènes codant des intégrases et desendonucléases.
Ces résultats mettent en évidence l’intérêt de l’identification des RGP et des régionsprophages dans l’étude de la dispersion des gènes de résistance aux antibiotiques ausein du pangénome de E. coli. L’association de ces éléments génétiques mobiles à deshotspots d’insertion et à des modules spécifiques suggère un rôle clé dans l’évolutionet l’adaptation de ces souches, justifiant ainsi des analyses complémentaires sur leurimpact fonctionnel et épidémiologique.
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(a) Génome circulaire de la souche BVN-ST131 de E. coli ST131

(b) Spot 181 dans la souche BVN-ST131 de E. coli ST131
Figure II.3.6 – Projection du pangénome de E. coli sur le génome de la souche BVN-ST131. (a)
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4 - Conclusion et perspectives

4.1 . PPanGGOLiN : bilan de la version 2.0

Depuis son lancement en 2020, PPanGGOLiN s’est imposé comme un outil pour lesanalyses pangénomiques, comptabilisant plus de 170 citations, auquel il faut ajouter37 citations pour panRGP. Il offre une approche innovante et efficace de construc-tion et de partitionnement des graphes de pangénomes. Le logiciel PPanGGOLiN aété intégré dans la plateforme MicroScope (Vallenet et al., 2020), pour fournir un ni-veau d’information pangénomique dans les résultats d’annotation des génomes pro-caryotes. Il est également disponible sur la plateforme Galaxy France, maintenue parl’Institut Français de Bioinformatique (IFB). Son utilisation dépasse désormais lemondeacadémique, avec les entreprises privées : EVOTEC et SYNGENTA, qui utilisent PPanG-GOLiN pour leurs projets de R&D. The Carpentries (https://carpentries.org/), uneentreprise dédiée à la formation en développement informatique et en data science,propose PPanGGOLiN dans un cours en ligne dédié à la pangénomique procaryote(https://github.com/paumayell/pangenomics).
Cette reconnaissance s’est concrétisée le 29 novembre 2023, lorsque PPanGGOLiNa reçu le Prix "science ouverte du logiciel libre de la recherche", "espoir" de la

catégorie ’Scientifique et technique’ 1, décerné par le Ministère de l’Enseignementsupérieur et de la Recherche. Cette distinction souligne non seulement la qualité scien-tifique et technique du logiciel, mais aussi son engagement envers les principes de lascience ouverte.
Avec l’arrivée de la version 2.0, PPanGGOLiN intègre des améliorations méthodolo-giques, techniques et ergonomiques visant à renforcer son efficacité, sa robustesse etson accessibilité.
D’un point de vueméthodologique, plusieurs nouvelles fonctionnalités ont été inté-grées pour enrichir et affiner l’analyse des pangénomes. L’ajout de métadonnées per-met désormais d’annoter l’ensemble des éléments du pangénome (gènes, contigs, gé-nomes, familles, arêtes, RGPs, spots et modules), améliorant ainsi la contextualisationet l’exploration des résultats. La projection des résultats du pangénome sur des gé-nomes externes, ouvre la voie à une analyse comparative plus fine, facilitant l’intégra-tion des pangénomes avec de nouvelles données génomiques. Par ailleurs, la cluste-risation des RGPs apporte une nouvelle perspective en permettant de regrouper lesrégions de plasticité génomique en fonction de leur contenu en gènes, offrant ainsi unmoyen de caractériser les dynamiques évolutives au sein d’un pangénome.
D’un point de vue technique, plusieurs optimisations ont considérablement amé-lioré les performances et l’efficacité de PPanGGOLiN. L’intégration de Pyrodigal (Lar-ralde, 2022) en remplacement de Prodigal (Hyatt et al., 2010) pour l’annotation des gé-nomes a permis de réduire la consommation mémoire et d’accélérer le traitement desdonnées en évitant la création de fichiers intermédiaires. La réorganisation des fonc-tions de lecture et l’optimisation du format HDF5 ont permis de réduire la taille desfichiers et d’accélérer les temps de chargement, rendant ainsi l’outil plus efficace etmieux adapté aux analyses à grande échelle.
1. ouvrirlascience.fr/remise-des-prix-science-ouverte-du-logiciel-libre-de-la-recherche-2023/

121

https://carpentries.org/
https://github.com/paumayell/pangenomics
https://www.ouvrirlascience.fr/remise-des-prix-science-ouverte-du-logiciel-libre-de-la-recherche-2023/


En termes de maintenabilité et de développement, des efforts importants ont étéréalisés pour garantir la pérennité de PPanGGOLiN en tant que logiciel open source.L’adoption des bonnes pratiques de développement en Python (PEP) a permis d’amé-liorer la lisibilité et l’homogénéité du code, facilitant ainsi les contributions de nouveauxdéveloppeurs. L’automatisation du formatage du code avec Black (https://github.
com/psf/black) et la mise en place d’une infrastructure de tests robustes (tests uni-taires, tests d’intégration, tests fonctionnels) garantissent la stabilité du logiciel et mi-nimisent l’introduction de bogues imprévus lors des mises à jour.

Enfin, une attention particulière a été portée à l’expérience utilisateur, un aspect es-sentiel pour un outil principalement destiné aux microbiologistes. La documentationa été entièrement réécrite, rendant son contenu plus accessible, structuré et pédago-gique, et elle est désormais disponible sur le site ReadTheDocs. La gestion des mes-sages d’erreur a également été améliorée, avec des messages plus explicites, facilitantaussi bien la correction des erreurs par les utilisateurs que le débogage par les déve-loppeurs. L’intégration de fichiers de configuration pour l’exécution des workflows sim-plifie l’utilisation de PPanGGOLiN dans des pipelines d’analyse complexes et renforcela reproductibilité des analyses, en accord avec les principes FAIR (Findable, Accessible,Interoperable, Reusable).
L’ensemble des développements et améliorations ont pu être présentés dans plu-sieurs conférences, sous forme de flash talk à local pangénome 2023 (Mainguy et al.,2023) et de démonstration à JOBIM 2024. Un article présentant la version 2 de PPanG-GOLiN est également en cours de rédaction et sera prochainement soumis.

4.2 . Évolution de PPanGGOLiN : vers une version 3.0?

L’évolution de PPanGGOLiN ne s’arrête pas avec cette version 2.0. Plusieurs axes dedéveloppement sont envisagés pour renforcer encore davantage ses capacités analy-tiques, améliorer ses performances et étendre ses possibilités d’utilisation.
L’implémentation actuelle de PPanGGOLiN repose sur Python et C, mais l’utilisationd’un autre langage pourrait permettre d’améliorer encore ses performances, notam-ment pour la gestion de grands volumes de données. Lors de la réécriture du code,une grande partie des variables ont été typées, ce qui est une étape préliminaire impor-tante à un passage de Python vers Cython, un langage intermédiaire entre C et Python.L’intégration d’autres langages comme Rust pour la parallélisation ou Julia pour l’opti-misation des calculs pourrait également être envisagée pour certaines parties critiquesdu code. Une de ces parties serait notamment celle en C qui exécute l’algorithme NEMet qui n’a pas été revue.
Avec la version 2, PPanGGOLiN permet désormais de projeter le pangénome surun génome externe. Pour aller encore plus loin, nous voudrions ajouter la possibilitéd’intégrer de nouveaux génomes dans un pangénome déjà existant, sans avoir à lereconstruire entièrement. Cette fonctionnalité permettrait une mise à jour progressivedu pangénome àmesure que de nouvelles données sont disponibles, notamment dansle cadre de la création d’une base de données de pangénomes.
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Cette base de données de pangénome est d’ailleurs en développement au LABGeM,sous le nom de PanGBank. Pour faciliter l’accès au pangénome et pour donner encoreplus d’intérêt à la commande de projection, Jean Mainguy en train de développer uneAPI (interface de programmation d’application ou application programming interface enanglais) qui permettrait de télécharger un pangénomedepuis PanGBank. Cela accélére-rait les analyses et faciliterait la standardisation des jeux de données pangénomiques.
Une autre avancée méthodologique majeure serait de représenter et stocker lesséquences du pangénome sous forme de graphe de variants, plutôt que comme desséquences linéaires. Cette approche permettrait de grandement diminuer la taille desfichiers de pangénome.
Pour terminer, les améliorations présentées dans la version 2.0 de PPanGGOLiNont été étroitement pensées pour l’intégration de PPanGGOLiN dans PANORAMA (cf.partie III). PANORAMA intègre des méthodes pour la comparaison de pangénomes etl’utilisation de la recherche de contextes génomiques pour identifier des systèmes bio-logiques conservés ou variables. Ces approches se basent sur le graphe de pangénomepartitionné de PPanGGOLiN et pourraient permettre de mieux comprendre la dyna-mique évolutive des génomesmicrobiens et la diversitémétabolique qu’ils contiennent.
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CHAPITRE III DE LA GÉNOMIQUE
COMPARÉE À LA PANGÉNOMIQUE

COMPARÉE
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Avec l’augmentation du nombre de génomes disponibles, les approches tradition-nelles basées sur l’analyse de génomes individuels montrent leurs limites. Le conceptdu pangénome s’est peu à peu imposé et la construction de graphes est de plus en plusrépandue pour étudier leur diversité génétique. Il est désormais possible de générerun grand nombre de pangénomes, offrant pour chaque espèce une vision complète dela variabilité génétique. La comparaison de ces pangénomes offre alors l’opportunitéd’identifier leurs similarités et spécificités respectives, en considérant simultanémentl’ensemble des gènes.
Dans cette perspective, j’ai développé PANORAMA, un outil dédié à l’intégration deméthodes de pangénomique comparée, facilitant ainsi l’analyse systématique des va-riations génétiques inter-pangénomiques.
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1 - PANORAMA : un nouvel outil pour la pangénomique
comparée

1.1 . Prédiction des systèmes biologiques dans les pangénomes

L’annotation des pangénomes est essentielle pour donner du sens aux analysespangénomiques, que ce soit le partitionnement, la recherche de structures (commeles modules) ou des arbres phylogénétiques. Certains outils, tels que Panaroo (Tonkin-Hill et al., 2020) et PanTools (Sheikhizadeh et al., 2016), offrent la possibilité d’importerdes annotations externes directement dans le graphe de pangénome. D’autres, commePanGraph (Noll et al., 2023), intègrent desméthodes d’alignement des éléments du pan-génome (gènes ou familles de gènes) sur des bases de données fonctionnelles. PPanG-GOLiN, quant à lui, intègre ces deux approches en ajoutant des métadonnées à tousles éléments du pangénome et en proposant une commande permettant d’aligner lesséquences pangénomiques sur une base de données externe.
Toutefois, ces approches se limitent à l’annotation des gènes ou des familles degènes, à l’exception des métadonnées intégrées dans PPanGGOLiN. À ce jour, aucuneméthode ne permet, à notre connaissance, d’identifier des structures fonctionnellesplus complexes, telles que des systèmes biologiques, dans le graphe de pangénome.
La prédiction de systèmes biologiques dans les données génomiques, en particu-lier chez les procaryotes, repose sur un large éventail d’outils et de méthodes (cf. sec-tion 3.2). Cependant, ces approches sont centrées sur le génome individuel et ne prennentpas en compte l’ensemble de la diversité génétique de l’espèce. Or, intégrer cette di-versité est crucial pour mieux comprendre l’évolution et le rôle fonctionnel de ces sys-tèmes.
Afin de pallier cette limitation, j’ai développé PANORAMA, un outil de pangénomiqueconçu pour prédire des systèmes biologiques dans les graphes de pangénome générésavec PPanGGOLiN. Cetteméthode repose sur 2 points clés : (i) Desmodèles, similaires àceux deMacSyFinder (Abby et al., 2014), définissant des règles de présence/absence desgènes et leur organisation en synténie ;(ii) une adaptation de la méthode de détectiondes contextes génomiques que j’ai développée dans PPanGGOLiN.

1.2 . Comparaison des pangénomes

La majorité des études pangénomiques se concentrent sur la diversité génétiqueau sein d’une espèce ou d’un environnement donné. Bien que certaines recherches ex-plorent le pangénome à des rangs taxonomiques supérieurs (Moulana et al., 2020), lesétudes comparant plusieurs pangénomes pour analyser la diversité entre différentesespèces procaryotes restent rares.
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Parmi les quelques travaux existants, C. Hyun et al. (Hyun et al., 2022) ont proposéune analyse comparative du pangénome de 12 espèces bactériennes pathogènes. Tou-tefois, leur approche ne repose pas sur le graphe de pangénome, mais sur la pré-sence/absence des familles de gènes homologues dans les génomes. Leur étude selimite à la comparaison de certaines métriques associées aux pangénomes (telles quel’ouverture ou la loi de Heaps) ainsi qu’à l’annotation des familles de gènes.
À ce jour, cette analysemanuelle et spécifique àun jeudedonnées particulier sembleêtre la seule existante qui compare des pangénomes. Aucun outil pangénomique nepermet encore une comparaison automatique et non spécifique de plusieurs graphesde pangénomes afin d’identifier des structures conservées ou spécifiques.
Dans cette optique, j’ai intégré dans PANORAMA de nouvelles méthodes exploitantle graphe de pangénome ainsi que la composition en familles de gènes de structurestelles que les spots, les modules ou les systèmes. Ces méthodes permettent de re-chercher des éléments conservés entre plusieurs pangénomes. À notre connaissance,PANORAMA est le premier outil offrant une comparaison automatisée de graphes depangénome, ouvrant ainsi la voie à une meilleure compréhension de la diversité méta-bolique et de la dynamique évolutive des génomes procaryotes.
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Abstract

Over the last decade, the expansion in the number of prokaryotic genomes available has profoundly
transformed the study of genetic diversity, evolution and ecological adaptation. However, traditional
approaches based on the analysis of individual genomes are showing their limitations when faced with
the sheer volume of data. To overcome these limitations, the concept of the pangenome has emerged,
offering an overview of genetic diversity and evolutionary dynamics within a species. In this study,
we present PANORAMA, an innovative pangenomic tool designed to exploit pangenome graphs and
enable interspecific comparisons to explore genomic diversity. Based on the PPanGGOLiN software suite,
PANORAMA incorporates advanced methods for annotating macromolecular systems at the pangenome
scale and for comparative analysis of spots of insertion between different pangenomes. We illustrate the
application of PANORAMA to a Pseudomonas aeruginosa dataset, evaluating its performance against
reference tools such as PADLOC and DefenseFinder. The analysis was then extended to a wider set
including four Enterobacteriaceae species, demonstrating PANORAMA’s ability to annotate, compare
and explore the diversity and distribution of antiphage defence systems beyond the species level. This
work provides a new resource for the comparative study of bacterial genomes and highlights the relevance
of genome-wide approaches for deciphering the evolutionary dynamics and ecological significance of
bacterial defense repertoires.

Keywords: Pangenome, Comparative genomics, anti-phage defense systems, Comparative analysis,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae, Bioinformatics.
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Introduction 1

The rapid expansion of bacterial genome sequencing over the past decade has provided unprecedented 2

opportunities to study the genetic diversity, evolution, and ecological adaptation of microbial species 3

[1, 2]. For a significant number of species, sequences of hundreds or even thousands of strains are 4

now available. While this wealth of information offers immense potential for discovery, it also presents 5

significant challenges, as traditional genome-centric approaches, which focus on individual genomes, are 6

becoming increasingly inadequate for managing and interpreting such large-scale datasets. To address 7

these limitations, the concept of pangenome has emerged as a powerful tool. It encompasses the entire 8

gene repertoire of a species, including core genes present in all strains and accessory genes found in only a 9

subset, and provides a holistic view of genetic diversity and evolution within a species [3]. Pangenomics has 10

significantly transformed microbial genomics by providing a comprehensive framework for understanding 11

genetic diversity and functional capabilities across microbial species [4]. This approach allows researchers 12

to investigate not only the genome of a single strain but the complete gene repertoire within a species or 13

group of strains, the pangenome, thereby enhancing insights into microbial evolution and adaptation. 14

Owing to the small size of their genomes and the large number of sequences available, particularly 15

for species of clinical interest, pangenomic analysis of microbial genomes has benefited from the early 16

development of tools, facilitating pangenome analysis, offering visualization, comparison, and partitioning 17

of genomic data[5]. Among these tools, PPanGGOLiN stands out for its unique approach to analyze 18

pangenomes by partitioning them with a statistical algorithm [6]. PPanGGOLiN represents genomic 19

data as a pangenome graph at the gene family level, with nodes representing homologous gene families 20

and edges capturing their genetic contiguity, enabling the compression of information from thousands 21

of genomes while preserving the chromosomal organization of genes. A statistical model is applied to 22

partition gene families in persistent genome (i.e. gene families found in nearly all genomes) and variable 23

genome, which includes the shell and cloud components corresponding to intermediate- and low-frequency 24

gene families, respectively. PPanGGOLiN includes additional methods for the identification of Regions 25

of Genomic Plasticity (RGPs) and their spot of insertion (panRGP method) [7] and their fine description 26

in conserved modules (panModule method) [8], which have demonstrated their utility in identifying 27

genomic islands and provide helpful insights into the genomic adaptability and evolution of bacteria. 28

Despite these advances, a significant challenge remains: detecting and comparing complex macromolecular 29

systems at the pangenome scale. In microbial genomes, the genes responsible for macromolecular systems 30

are usually arranged in a highly structured manner, typically clustered into one or several operons 31

composed of functionally related genes. These clusters encode coordinated systems that play essential 32

roles in microbial life. Among them are secretion systems, which allow the transport of proteins 33

and other molecules across membranes to interact with the environment or host organisms; defense 34

systems, which protect the cell from foreign genetic elements; and metabolic pathways, which organize 35

enzymatic reactions to efficiently produce, transform, or degrade biological molecules. Understanding the 36

organization and diversity of these systems is key to decoding the functional capabilities of microbial 37

genomes. Several tools have been developed to detect macromolecular systems at the genome scale, 38

including MacSyFinder [9], PADLOC [10], and Defense Finder [11], the latter two being specialized in 39

identifying bacterial anti-phage immune systems. These tools are highly effective when applied 40

to individual genomes; however, they are not designed to detect complex systems at the pangenome 41

level, nor to enable systematic comparisons across large genomic datasets. Tools capable of building, 42

comparing, and functionally annotating pangenome at the scale of thousands of genomes across multiple 43

species remain limited. Some pangenomic tools allow the functional annotation of the pangenome by 44

incorporating results from annotation tools, as do PanGGOLiN [6], Panaroo[12], or PanTOOLs[13], or 45

also by aligning the pangenome to a sequence database as do PPanGGOLiN[6] or PanGraph[14]. None 46

of these tools allows searching directly into the pangenome, but only to annotate with already known 47

results. To date, no tools are available to construct, compare, and functionally annotate pangenomes at 48

the scale of thousands of genomes from multiple species. 49

Here, we introduce PANORAMA, a powerful computational tool designed to harness bacterial 50
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pangenome graphs from large genomic datasets and enable comparisons across species to explore genomic 51

diversity. Built on the PPanGGOLiN software suite, PANORAMA incorporates advanced methods for 52

reconstructing and analyzing pangenome graphs. It offers several key features, including the ability to 53

compare genomic contexts between pangenomes and annotate macromolecular systems at the pangenome 54

scale. Functional annotation of biological systems is performed directly on the graph structures using 55

rule-based models, making it possible to map and analyze complex genomic features without relying 56

on linear genome representations. To illustrate the versatility of our approach, we focused on the 57

comparative analysis and annotation of bacterial defense systems. Bacteria have evolved a remarkably 58

diverse array of defense mechanisms against phages and other mobile genetic elements. These range from 59

well-characterized systems, such as restriction-modification (R-M) systems and CRISPR-Cas complexes 60

[15], to more recently discovered and less understood systems like BREX [16], DISARM [17], and retron- 61

based defense systems [18]. To date, over 150 systems have been described, unveiling an unsuspected 62

diversity of molecular mechanisms [19]. This diversity is not only taxonomically widespread but also 63

highly dynamic; defense systems are often associated with mobile genetic elements or genomic islands and 64

can vary extensively in composition, organization, and presence both within and between closely related 65

species [11, 20]. Despite this complexity, large-scale comparative studies of bacterial defense systems 66

are still scarce. Pangenome-level analyses hold great promise for revealing patterns of co-occurrence, 67

horizontal gene transfer, evolutionary innovation, and defense strategies that are specific to particular 68

species or lineages. In this study, we present the methodology behind PANORAMA, a graph-based 69

pangenomic framework designed to address these challenges. We first demonstrate its application on a 70

comprehensive dataset of Pseudomonas aeruginosa genomes and compare its performance to established 71

genome-scale tools such as PADLOC and DefenseFinder. We then extend this analysis to a broader 72

dataset comprising four enterobacterial species, showcasing PANORAMA’s capacity to annotate, compare, 73

and explore the distribution and diversity of phage defense systems across entire genera. Overall, this 74

work provides a powerful new resource for the comparative study of bacterial genomes and highlights the 75

value of pangenomic approaches in revealing the evolutionary dynamics and ecological significance of 76

bacterial defense repertoires. 77
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1 Results and discussion 78

1.1 Overview of PANORAMA 79

To predict macromolecular systems, PANORAMA employs rule-based models similar to those used in 80

MacSyFinder [21]. However, instead of applying these models to individual genomes, PANORAMA 81

operates on the pangenome graph structure of PPanGGOLiN. The rules rely on the presence/absence of 82

specific functions predicted from pangenome gene families, incorporating constraints on their genomic 83

organization (i.e. gene colocalization). Functional annotation of gene families of the pangenome graph is 84

performed through alignments with HMM protein profiles [22] defined for each macromolecular system. 85

The genomic contiguity of gene families potentially involved in a system is then assessed on the pangenome 86

graph by applying transitive closure and edge filtering. At the end, the predicted systems consist of sets of 87

colocalized gene families from the pangenome graph, supplemented with information on their classification 88

within the persistent, shell, or cloud genome, as well as their association with RGPs, modules, and 89

spots of integration. Systems are also projected onto the genomes to determine their presence and gene 90

content in each strain. An additional functionality of PANORAMA is its ability to compare pangenomes, 91

identifying similar systems and insertion spots across species. Based on a set of predicted spots or systems 92

in several pangenomes, PANORAMA computes a Gene Family Repertoire Relatedness score for each 93

pair of elements by detecting shared gene families. It then applies a community clustering algorithm to 94

group similar systems or insertion spots into clusters. More details about PANORAMA methods are 95

provided in the Materials and Methods section. 96

PANORAMA is available as an open-source software written in Python and designed for easy 97

installation to facilitate broader adoption by the community (https://github.com/labgem/PANORAMA). 98

Software commands are organized into two main workflows (Fig. 1). The PanSystem workflow begins 99

by annotating gene families of the pangenome graph using the specified HMM library, then applies 100

system prediction rules from the model repository. Gene family annotations can also be performed 101

externally and provided to PANORAMA by the user in a Tab Separated Values (TSV) file. The 102

PanCompare workflow performs comparative analyses of two or more pangenomes, including gene family 103

clustering and system/spot comparisons. Both workflows generate textual outputs (TSV files), graph- 104

based representations (in GEXF or GraphML formats, compatible with Gephi or Cytoscape software 105

for visualization), and figures to summarize results. Functional annotations and predicted systems are 106

saved in the pangenome’s HDF5 file, allowing further analyses. Additional utilities are provided to 107

automatically convert system models and HMM libraries into the PANORAMA format, with support for 108

models from MacSyFinder[9], DefenseFinder[11], CasFinder[23] and PADLOC[10]. Models are stored in 109

JavaScript Object Notation (JSON) format with a flexible and easy-to-understand grammar, enabling 110

users to customize or create new models. 111

1.2 System prediction benchmark 112

A set of 941 complete genomes of Pseudomonas aeruginosa was used to evaluate PANORAMA’s defense 113

system predictions against the reference tools, Defense Finder (including CasFinder models) and PADLOC. 114

Although these two tools use a similar approach to predict defense systems, they differ in the number of 115

models (281 in Defense Finder vs. 385 in PADLOC) and in the parameters used for predicting functions 116

from HMM alignments, as well as for applying presence/absence and colocalization rules. Thanks to 117

its generic system representation, PANORAMA is compatible with both tools and was run using their 118

respective system models and HMMs after format conversion (i.e., PanSystem workflow). 119

To conduct this benchmark, we assessed whether PANORAMA correctly assigned pangenome gene 120

families to the appropriate systems, based on the results from Defense Finder or PADLOC. As expected, 121

we obtained highly similar results, achieving an F1-score of 99.11% (recall: 99.31%, precision: 98.91%) 122

using PADLOC as a reference and 98.50% (recall: 99.71%, precision: 97.32%) with Defense Finder. As 123

shown in Fig. 2a, a substantial number of families are shared exclusively between PANORAMA and 124

either DefenseFinder (653 families) or PADLOC (879 families), while only 985 families are common. 125
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Fig. 1. PANORAMA software overview.Each rounded box represents a possible software command integrated into
workflows depicted in square boxes. PANORAMA is organized into two main workflows: Pansystem, which focuses on
system prediction and annotation within pangenomes, and Pancompare, which handles comparative analyses of pangenomes,
including gene family alignment, clustering, and system/spot comparisons. Utility tools, such as HMM preparation and
information summarization, facilitate data input and model translation. The software outputs include TSV files, graphical
visualizations, and graph-based representations for comparing systems and pangenomes.
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This highlights the complementary nature of these tools and demonstrates that the pangenome analysis 126

provided by PANORAMA is highly valuable for reconciling their results. Besides, PANORAMA missed 127

only a small number of systems, 25 for Defense Finder and 37 for PADLOC (Table 1). These cases 128

correspond to missing annotations in the pangenome gene families. Unlike PADLOC and Defense Finder, 129

which analyze each sequence individually for every genome, PANORAMA relies on the protein sequence 130

of the family’s representative gene for HMM alignments. Consequently, in rare instances, the alignment 131

of the representative sequence falls just below the defined threshold, even though other sequences in the 132

family have hits above it. Conversely, PANORAMA can identify additional results for certain genomes 133

whose gene sequence alignment with the HMM is less conserved than with the representative sequence. 134

A last point concerns the systems predicted only by PANORAMA (i.e., 147 with Defense Finder models 135

and 44 with the ones of PADLOC). Although such a high number was not initially expected, a detailed 136

analysis revealed that some of these additional systems arise because PANORAMA’s genomic context 137

search, based on colocalization rules in the pangenome graph, is less stringent than that of PADLOC 138

and DefenseFinder. This relaxed approach allows PANORAMA to detect additional genes that are 139

consistently conserved alongside known system components (see ’Materials and Methods’ for further 140

explanation). Other additional predictions stem from differences in HMM annotation due to the use of 141

representative sequences for families, as mentioned earlier, but also from a bug in Defense Finder that 142

affected only RM and Retron systems, where alignment thresholds were not properly handled by the 143

software. This bug has since been corrected by the authors, though it was not tested in this study. Other 144

discrepancies arise because PANORAMA allows multiple associations between gene families and systems, 145

whereas PADLOC and Defense Finder link each gene to only one system. This is especially noticeable 146

for systems with closely related models; for example, PANORAMA often predicts multiple Retron, RM, 147

or Lamassu systems when other tools identify only one (Fig. 2b). One potential improvement would be 148

to include forbidden families in the models to facilitate their differentiation, or to implement a scoring 149

function, as done in MacSyFinder, to identify the best system. PANORAMA may also predict additional 150

systems at the genome level for which the colocalization rule is not respected. These systems, flagged as 151

split, have their genes separated, possibly due to rearrangements, insertion events, or assembly breaks 152

occurring in a subset of genomes where they are predicted. 153

A B

Fig. 2. Comparison of PANORAMA, PADLOC, and DefenseFinder system predictions at the pangenome
level. PADLOC and Defense Finder predictions at the genome level were unified at the pangenome level by converting sets
of system genes to sets of gene families. (A) Venn diagram illustrating the overlap of system families predicted by the three
tools. (B) Boxplots displaying the distribution of system counts for each category, as predicted by the different tools.

Table 1. System prediction comparison between PANORAMA, PADLOC and DefenseFinder
Method 1 / Method 2 Common M1 Common M2 % common Specific M1 Specific M2
PADLOC (1068) / DFinder (868) 502 506 52,07 % 566 362
PADLOC (1068) / PANORAMA (1064) 1031 1020 96,20 % 37 44
DFinder (868) / PANORAMA (976) 843 829 90,67 % 25 147
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The tools were also evaluated for execution performance by measuring their runtime, CPU time and 154

memory usage on a Linux server with 36 CPU cores (Table 2). Since PADLOC and Defense Finder are 155

not designed to handle multiple genomes or parallelize computations, individual commands were executed 156

for each genome, distributing the workload across all available CPU cores. PANORAMA significantly 157

outperforms the other tools in runtime, being 3 to 10 times faster, while exhibiting similar memory 158

usage. This efficiency is achieved by analyzing gene families rather than individual genes, which reduces 159

computational overhead. Additionally, PANORAMA utilizes pyHMMER [24] for HMM alignments, 160

optimizing the workflow by minimizing I/O operations and enabling on-the-fly result filtering. In contrast, 161

other tools use the HMMER software directly [22], which necessitates post-processing steps. 162

Table 2. Benchmark results.
Tool (version) Database (version) #Systems

predicted
Run Time

(h)
CPU

Time (h)
Peak Memory

(GB)
DefenseFinder (1.2.2) Defense-finder-models (1.2.4)

& CasFinder (3.1.0)
881 1.55 29.02 6.84

PANORAMA (1.0.0) 976 0.51 0.82 11.22
PADLOC (2.0.0)

PADLOC-DB (2.0.0)
1090 2.58 88.72 9.24

PANORAMA (1.0.0) 1064 0.24 0.78 13.05

1.3 Pseudomonas aeruginosa defense system analysis 163

1.3.1 System prediction and analysis 164

Using the same set of P. aeruginosa genomes as for the benchmark, PANORAMA’s defense system 165

predictions with Defense Finder models were analyzed in greater detail. PANORAMA identified a total 166

of 976 systems in the pangenome from 154 distinct models, with restriction-modification (RM) systems 167

being the most abundant (Fig. 3). RM are present in 84% of genomes, with nearly 300 systems detected, 168

of which type I systems are the most common, occurring 130 times. The Gabija, CRISPR-Cas, and 169

CBASS system categories follow as the next most prevalent defense systems in genomes, each with 170

a presence rate above 40%. These observations corroborate the study of Johnson et al. [25]. At the 171

pangenome level, some system categories are highly prevalent across genomes but are represented by 172

only a few distinct systems. For example, CRISPR-Cas systems appear in 48% of genomes, yet only 173

13 distinct systems are identified in the pangenome. This is further highlighted by a Shannon entropy 174

calculation, which measures the compositional diversity of system categories (Fig. 3c). For CRISPR-Cas 175

systems, the entropy is 1.35, indicating a high degree of conservation in their gene family composition 176

across genomes. Among the most prevalent system categories, others show notable diversity, including 177

RM, Gabija, and RloC. The RloC systems, for example, consist of 22 distinct systems spread across 35% 178

of genomes, with a Shannon entropy of 21.58, indicating considerable variability in their gene family 179

composition. These predictions are consistent with recent studies and highlight the remarkable diversity 180

of anti-phage immune systems in prokaryotes [11]. 181

A B C

Fig. 3. System prediction metrics in P. aeruginosa. Systems are grouped by categories on the x-axis and ordered
by decreasing values. Only the 19 highest-value system categories are displayed, with others grouped under the ”Other”
category. (A) Number of systems found for each category in the pangenome. (B) Relative frequency of system categories in
genomes. (C) Shannon entropy of system categories.
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1.3.2 Defense islands and spots of insertion 182

PANORAMA systems can be analyzed in conjunction with additional information extracted from the 183

PPanGGOLiN pangenome graph, particularly concerning their association with the variable genome 184

and their localization within RGPs and insertion spots predicted by panRGP [7]. This enables the 185

identification of defense islands (i.e., variable regions enriched with defense systems) and their hotspots 186

(i.e., frequently occurring insertion sites of defense islands in genomes). 187

Most defense systems are predicted within the variable (shell or cloud) genome of P. aeruginosa 188

and are located in spots. PANORAMA identified 247 spots containing at least one defense system, 189

representing 25% of all pangenome spots. Among them, 4 spots (7, 6, 45, 69) have a high frequency (¿25%) 190

and exhibit the highest number of defense systems predicted at the pangenome level (¿60 systems) (Fig. 4). 191

Notably, spots 7 and 6 are the most diverse, harboring 238 and 162 associated systems, respectively 192

Fig. 5. They are mostly composed of RM systems (51% and 56%) but also exhibit a broad diversity of 193

other categories, including BREX (6%), Gabija (5% and 4%), PD (4% in spot 7) and CBASS (4% in 194

spot 6). These two spots were previously identified using a non-automated approach in the study by 195

Johnson et al. [25] as core defense hotspots in P. aeruginosa, where they were designated CDHS-1 and 196

CDHS-2. This further highlights the value and reliability of PANORAMA in automatically detecting 197

defense islands and their insertion spots. Using PANORAMA, we also identified two additional defense 198

hotspots (spots 45 and 69). Spot 45 contains 110 systems and stands out as the most balanced in terms 199

of system categories; it is also the only hotspot with a notable presence of PARIS systems (8%). Spot 200

69, like spots 7 and 6, is dominated by RM systems, with PrrC systems specifically represented at 7%. 201

Although less frequently observed across genomes (¡20%), spots 61 and 1 display highly diversified system 202

content, comprising 72 and 65 systems, respectively. Both are also rich in RM systems, with Mokosh 203

particularly represented in spot 1 and CBASS and PD systems notably present in spot 61 ( 8%). Finally, 204

spots 4 and 9 are relatively frequent across genomes ( 30%) but contain few distinct systems, 31 and 10, 205

respectively. These results highlight the potential of PANORAMA to provide a comprehensive landscape 206

of defense systems in a species, enabling pangenome-scale analysis and the identification of defense islands 207

with their hotspots of integration. 208
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Fig. 4. System diversity and defense spot frequency in P. aeruginosa . This bubble plot displays the distribution
of defense spots identified by PANORAMA, based on their frequency in genomes (x-axis) and the total number of defense
systems identified within each spot at the pangenome level (y-axis). The size of the bubbles is proportional to the number
of distinct system categories represented in each spot (legend at top shows scale).
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Fig. 5. Defense systems within insertion spots of the P. aeruginosa pangenome. The bar plot (top) displays the
number of predicted defense systems in the P. aeruginosa pangenome for each insertion spot. Only spots with at least 10
systems are displayed. The pie charts (bottom) illustrate the system category composition for the six major insertion spots.
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1.4 Pangenome comparison of Enterobacteriaceae defense arsenal 209

To demonstrate the comparative functionalities of PANORAMA (i.e., PanCompare workflow), the 210

pangenomes of four Enterobacteriaceae species were analyzed for defense system and spot prediction. 211

This dataset represent more than 6,000 genomes from Citrobacter freundii, Salmonella enterica, Klebsiella 212

pneumoniae and Escherichia coli species (Table 3). The distribution of systems between species and 213

their association with conserved spots were studied. Defense systems were predicted using Defense Finder 214

models. 215

1.4.1 Defense system distribution in the four species 216

A total of 351, 461, 1005 and 1448 defense systems were predicted from the pangenomes of Citrobacter 217

freundii, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli, respectively. In addition to 218

textual outputs, PANORAMA automatically generates a heatmap that displays system occurrences 219

across the compared pangenomes (see Fig. S1). Among the different categories, RM systems are the most 220

abundant in the four species, accounting for 30% to 45% of the systems found. Following RM systems, 221

PD systems are the next most prevalent, representing 5% to 7% of the systems within Enterobacteriaceae 222

(Fig. 6). Other notable system categories, such as Retron, CBASS, and Abi, are also relatively abundant 223

across all pangenomes. Next, we evaluated the species-specificity of each system category by computing 224

enrichment factors (Fig. S2). Our findings indicate that certain categories, Abi and Dnd in S. enterica, 225

Juk and pAgo in K. pneumoniae, and Bunzi and RADAR in C. freundii, exhibit enrichment factors 226

above 3, highlighting their preferential association with these species. Tiamat systems are only found 227

in S. enterica and C. freundii. Interestingly, E. coli does not show any systems in higher abundance 228

compared to other species, a sign of a more balanced diversity in its defense mechanisms. 229

1.4.2 Identification of conserved spots 230

With PANORAMA, we searched for similar spots based on their related gene families, using a gene family 231

repertoire relatedness (GFRR, see Section subsection 3.2) threshold of at least 60%. This threshold 232

guarantees at least one similar gene family on each side of the border. As shown in Fig. 7, we identified 99 233

clusters of similar spots, corresponding to 219 spots that have at least one spot with a similar bordering 234

gene family composition with another one in an Enterobacteriaceae pangenomes. 235

E. coli is the species that shares the most spots with others (151), followed by S. enterica (131), 236

then C. freundii (112) and K. pneumoniae (104). Proportionally to its number of spots, C. freundii is 237

the species with the most similar spots, with 35% of its spots similar to the other pangenomes. The 2 238

species with the most common spots are E. coli and S. enterica, with 80 common spots. PANORAMA 239

can then be used to highlight insertion spots at a higher taxonomic rank than the species. These could 240

be areas of interest for research into shared evolution or exchanges between these species. 241

1.4.3 Spot identification and conservation 242

Using the comparative functionalities of PANORAMA, we identified 99 clusters of similar spots conserved 243

in at least two of the four Enterobacteriaceae species (Fig. 7). As might be expected given their 244

phylogenetic proximity, E. coli and S. enterica share the most common spots (i.e., 34 spot clusters, 25 of 245

which are found only in these two species). About half of the spot clusters (n=47) are associated with a 246

defense system in at least one species, comprising a total of 520 distinct defense systems among the 3,265 247

identified in the four species pangenomes. Of these, there is only one spot cluster (cluster 58) conserved 248

in all pangenomes containing 34 defense systems. E. coli and S. enterica harbor the highest number of 249

defense systems (263 systems) across their specific spot clusters (7 clusters). One of these clusters (spot 250

cluster 409) includes spot 86 in S. enterica and spot 175 in E. coli. These spots rank sixth in terms of the 251

number of defense systems, with 35 in S. enterica and 218 in E. coli, and can therefore be considered as 252

potential defense hotspots. Analyzing their composition reveals notable similarities (Fig. S3). Both spots 253

are mainly composed of RM systems (55% in S. enterica, 85% in E. coli), followed by BREX, CBASS, 254
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Fig. 6. Relative frequency of system categories in Enterobacteriaceae pangenomes. The relative frequencies are
expressed as a percentage. RM system category was removed to get a clearer view.

and PrrC, which are generally not phage-specific. These findings support the hypothesis that defense 255

systems may have been exchanged between the two species from this conserved hotspot. Examining the 256

system category diversity of other spot clusters (Fig. 8), many clusters are predominantly composed of 257

RM systems. Some clusters are dedicated to a single system category, such as BstA in cluster 2320, while 258

others, like the previously mentioned cluster 58, are more diverse, bringing together systems from all four 259

studied species. 260

Beyond their illustrative purpose, the analyses presented here highlight the ability of PANORAMA’s 261

comparative functionalities to identify conserved defense islands across species, providing valuable insights 262

into the evolution of defense systems and their mechanism of acquisition. 263

13/27



Fig. 7. Sharing of spot clusters across four species and their association with defense systems. The UpSet
plot shows the number of spot clusters shared across the four compared species with stacked bars to indicate whether they
contain defense systems (in blue) or not (in orange). The two top bar plots represent spot and defense system abundance
metrics on a logarithmic scale.
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Fig. 8. Relative frequency of system categories in each spot cluster. The heatmap presents the relative frequency
(%) of system categories per spot cluster. Species associated with each spot cluster are listed next to the cluster identifiers.
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2 Conclusion 264

In this work, we introduced PANORAMA, a novel open-source framework for the prediction and analysis of 265

macromolecular systems across prokaryotic pangenomes. Unlike existing tools that operate on individual 266

genomes, PANORAMA leverages the pangenome graph structure provided by PPanGGOLiN to perform 267

system-level analyses at both species and interspecies scales. It utilizes rule-based models inspired by 268

those in MacSyFinder, but adapted to pangenomes, enabling the flexible and accurate identification of 269

diverse functional systems, such as defense mechanisms. 270

Benchmarking against established tools like DefenseFinder and PADLOC demonstrated that 271

PANORAMA achieves comparable prediction accuracy while reducing computational demands, making 272

it particularly well-suited for large-scale analyses involving hundreds or thousands of genomes. 273

Beyond its performance, PANORAMA introduces key methodological innovations. Notably, its 274

graph-based approach enables the detection of conserved genomic contexts by identifying gene families 275

that consistently co-occur across multiple genomes. This strategy allows for the robust identification of 276

evolutionarily maintained system components, even when their genomic proximity is disrupted in some 277

genomes by rearrangements, insertions, or assembly fragmentation. As a result, PANORAMA is more 278

flexible than conventional genome-based tools to detect atypical genomic architectures. 279

Applied to hundreds of genomes of a species, PANORAMA can quickly identify the different systems 280

and their occurrence in individual genomes. A notable strength lies in its ability to associate systems 281

with regions of genomic plasticity and insertion hotspots, allowing the identification of genomic islands 282

enriched with systems and their preferred integration sites. In P. aeruginosa, four major hotspots were 283

identified, including two that correspond to previously published core defense hotspots. 284

To further illustrate the comparative functionality of PANORAMA, we analyzed the defense reper- 285

toires of over 6,000 genomes from four Enterobacteriaceae species. PANORAMA revealed both conserved 286

and species-specific system categories and was able to cluster insertion spots based on shared gene family 287

content. This enabled the identification of conserved defense islands across phylogenetically related 288

species, offering insights into the evolutionary conservation of these systems. 289

Altogether, PANORAMA provides a robust and extensible framework for system detection and 290

comparative analysis at the pangenome level. Its flexible modeling format, compatibility with existing 291

system model databases, and integrative workflows make it a valuable tool for microbiologists, bioin- 292

formaticians, and evolutionary biologists interested in understanding the distribution, function, and 293

evolution of macromolecular systems. As the number of available genomes continues to grow, tools like 294

PANORAMA will become increasingly critical in unveiling the complex architectures of microbial defense 295

and other macromolecular systems. 296

Looking ahead, we plan to incorporate additional rule-based approaches to predict metabolic modules, 297

which consist of the detection of genomic contexts encoding enzymes involved in the same pathway, 298

leveraging pathway definitions from comprehensive databases such as KEGG [26] or MetaCyc [27]. We 299

also aim to develop specific rules for detecting clusters of Carbohydrate-Active Enzymes (CAZymes) 300

involved in polysaccharide biosynthesis and degradation. Furthermore, the pangenome graph framework 301

provided by PANORAMA offers a promising avenue to explore genomic context and uncover novel 302

systems. By incorporating fuzzy functional predictors, based on structural similarity or protein language 303

models, we hope to detect new systems made of functionally analogous components co-localized within 304

the pangenome graph. 305
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3 Materials and Methods 306

3.1 Pangenome system detection workflow 307

To predict macromolecular systems, PANORAMA employs rule-based models that analyze the pres- 308

ence/absence of specific functions predicted from pangenome gene families while considering constraints 309

on their genomic organization. The PanSystem workflow begins with gene family annotation using HMM 310

libraries, followed by the identification and evaluation of genomic contexts within the pangenome graph 311

based on system model rules (Fig. 9). Finally, the predicted systems at the pangenome level are mapped 312

onto individual genomes to assess their presence and gene content. 313

Fig. 9. PANORAMA PanSystem workflow. The detection workflow for macromolecular systems consists of multiple
sequential steps: (1) gene family annotation using HMM profiles, (2) detection of genomic contexts from the pangenome
graph containing annotated families, (3) checking model rules, (4) projection of systems on genomes.

3.1.1 System modeling 314

The Models used by PANORAMA for predicting macromolecular systems are similar to those of 315

MacSyFinder [9] but differ in some aspects (Fig. 10). The primary components of system Models are 316

Families (i.e. isofunctional protein families) instead of genes, and an additional hierarchical level is 317

introduced to represent Functional Units. A Functional Unit is defined as a set of Families that work 318

together to perform a necessary function for the system. Several Functional Units may be required for 319

a system to operate effectively. This new level provides a more detailed and accurate description of 320

systems, allowing the use of distinct rules for presence/absence and genomic organization both for the 321

Families of a Functional Unit and between Functional Units. In PANORAMA, we also introduce the 322

concept of canonical Models, which represent a more relaxed definition of systems. In PADLOC [10], 323

these models are identified by the keyword ”other” in their name. While these systems may not have been 324

experimentally validated and might not be functional, their prediction can be valuable for identifying 325

new systems or potential variants. During system detection, priority is given to non-canonical Models. A 326

canonical Model is predicted only if its Families are not already associated with a non-canonical Model. 327

For presence/absence constraints, each Functional Unit and Family are categorized as mandatory, 328

accessory, neutral, or forbidden. Mandatory elements are essential for the system. Accessory components 329

are dispensable. They contribute to the system but may not be identified in all system variants due 330

to rapid evolution or the absence of homology. Forbidden elements are incompatible with system 331

functionality. They can help differentiate systems with shared components or distinguish inhibited 332

systems. Neutral components are considered as associated functions but are not used to assess system 333

predictions. However, they can serve as intermediaries in genomic context analysis by linking mandatory 334

or accessory elements. To predict a system, quorum rules on component presence/absence are defined 335

by two parameters: minimum mandatory (the minimum number of mandatory elements required) and 336

minimum total (the minimum number of both mandatory and accessory elements). These parameters 337

are specified at two levels: at the Model level, to assess the presence of Functional Units, and at the 338

Functional Unit level, to evaluate predicted Families. Constraints on the genomic organization of a 339
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system are governed by a transitivity parameter, which defines the maximum genomic distance between 340

gene families in the pangenome graph corresponding to the system components (see ‘Pangenomic context 341

extraction’ section). 342

Fig. 10. PANORAMA system Modeling. Four system Models, named A, B, C, and D, are presented as toy examples
to illustrate model rules. At the center, the corresponding genomic context extracted from the pangenome graph is shown.
Nodes representing target families (i.e., model families) are labeled with Family numbers, and edges between them are
bold, with dotted lines if they are from a transitive closure (t >= 1). Only transitivity edges relevant for model evaluation
are represented. Functional Units (FU) and Families (F) are color-coded by their category: green for mandatory, blue for
accessory, orange for neutral, and red for forbidden. Only models A (one FU) and B (two FU) are predicted. Others (C
and D) are not predicted, as their extracted genomic context contains a forbidden Family.

3.1.2 Functional annotation of pangenome gene families 343

To annotate the pangenome graph, PANORAMA utilizes HMM libraries in which each HMM represents 344

a specific Family defined in the system Models. Protein sequences of the family’s representative genes 345

are aligned to the HMM profiles using the hmmsearch method from the pyHMMER Python library 346

[24]. PANORAMA also offers the ability to use the consensus protein sequence of gene families. It is 347

determined by performing a multiple sequence alignment (MSA) excluding fragmented genes and then 348

computing the consensus sequence with pyHMMER. To validate the alignments, a metadata file can 349

be linked to an HMM library, specifying thresholds for each HMM based on various criteria, such as 350

alignment coverage on the sequence or profile, score, e-value, and independent e-value. Alternatively, a 351

global threshold can be applied to all HMMs. An option is also available to keep only the n best hits. 352

Gene family annotation can also be performed externally using alternative prediction methods. In this 353

case, a TSV file can be provided to describe the functions associated with each gene family. 354
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3.1.3 Pangenome context extraction 355

For each system, connected components between gene families corresponding to Model Families (hereafter 356

called target families) are searched for in the pangenome graph. According to the model rules on genomic 357

colocalization of system components (i.e. the transitivity parameter), additional edges are added to 358

the pangenome graph between families separated by less than t genes in the corresponding genomes. 359

This corresponds to a partial transitive closure on the pangenome graph, enabling the connection of two 360

target families even if their genes are not directly adjacent in the genomes. Next, a Jaccard index-based 361

criterion (Equation 1) is computed on edges to evaluate the genomic context conservation (i.e. synteny 362

conservation). For two families a and b connected by an edge ea,b, the index Ja,b is defined as the 363

ratio of the number of genomes where the edge ea,b exists to the number of genomes in which at least 364

one of the two gene families is present (|gena ∪ genb|). To enhance the detection of systems present in 365

a limited number of genomes, this index is computed locally, considering only genomes that contain 366

the target families of the connected component rather than all the genomes of the pangenome. Edges 367

having a Jaccard index below a defined threshold (Ja,b < 0.8 by default) are removed. The connected 368

components with their remaining nodes are then evaluated in terms of presence/absence rules to validate 369

system prediction. For each connected component, this process, which combines edge filtering and 370

presence/absence rule validation, is applied iteratively, starting with the largest set of target families 371

observed in a genome and then exploring other sets of target families, from largest to smallest, if they 372

are not already included in a predicted system. 373

Ja,b =
|genea,b

|
|gena ∪ genb|

(1)

Finally, the connected components corresponding to predicted systems at the pangenome level 374

are mapped back onto individual genomes. Their occurrence in individual strains is assessed based on 375

presence/absence and colocalization rules. They are classified in 3 distinct categories: strict, extended or 376

split. A system is flagged as strict if the transitivity parameter is respected between genes belonging 377

to the system. If additional genes of the connected component are found between those encoding the 378

system, it is classified as extended. Indeed, applying transitive closure to the pangenome graph enables 379

the detection of additional genes conserved with those of the system. This provides a more relaxed 380

definition of colocalization rules than the strict intergenic space constraints employed by MacSyFinder 381

or PADLOC. Lastly, split systems are those where system genes are separated by non-member genes 382

of the connected component detected at the pangenome level or are located on different contigs. Such 383

fragmentation can occur in a subset of genomes due to rearrangements, insertion events (e.g., insertion 384

sequences), or assembly breaks. 385

3.2 Pangenome comparison workflow 386

The PanCompare workflow of PANORAMA enables the comparison of pangenomes and the identification 387

of similar elements across species, such as macromolecular systems or spots of insertion. These elements 388

are represented as sets of gene families. The first step consists in clustering all the gene families from the 389

different pangenomes to identify groups of homologous gene families. Then, a Gene Family Repertoire 390

Relatedness score for each pair of elements is computed. Finally, a community clustering algorithm is 391

applied to identify clusters of elements sharing similar gene family content. 392

3.2.1 Gene families clustering 393

From all pangenomes to compare, representative protein sequences of gene families are extracted and 394

clustered using MMSeqs2 cluster command [28] to obtain groups of homologous gene families (GGFs) 395

sharing at least 50% of amino acid identity (–min-seq-id parameter) with an alignment coverage of 80% (-c 396

parameter) by default. The following additional parameters are used: –max-seqs 400 –min-ungapped-score 397

1 –kmer-per-seq 80 –alignment-mode 2 –cluster-mode 1. 398
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3.2.2 Gene Family Repertoire Relatedness score 399

To compare the family content of two pangenome elements, two Gene Family Repertoire Relatedness 400

(GFRR) scores are computed using GGFs. For two pangenome elements, a and b, with their GFG content 401

denoted as GFGa and GFGb, the minimal GFRR score, minGFRRa,b, is defined as the ratio of the 402

number of common GGFs to the minimum number of GGFs between a and b (Equation 2). Similarly, the 403

maximal GFRR score, maxGFRRa,b, is computed using the maximum number of GGFs (Equation 3). 404

minGFRRa,b =
|GFGa ∩GFGb|

min(|GFGa|, |GFGb|)
(2)

maxGFRRa,b =
|GFGa ∩GFGb|

max(|GFGa|, |GFGb|)
(3)

GFRR score computation can be applied to predicted macromolecular systems or spots of integrations. 405

For spots, the two sets of gene families corresponding to spot borders are merged to compute the GFRR 406

scores. 407

3.2.3 Pangenome element clustering 408

To identify similar elements (i.e. spots of insertion or systems) between pangenomes, GFRR scores are 409

computed for each pair of elements. A graph is then constructed, where nodes represent pangenome 410

elements, and edges are weighted by their corresponding GFRR scores. Edges are filtered according to a 411

GFRR threshold (minGFRR >= 0.6 by default) to ensure strong similarity between connected elements. 412

Finally, a Louvain algorithm [29], using NetworkX library implementation with GFRR weight on edges, is 413

applied to the graph to identify non-overlapping communities corresponding to groups of similar elements 414

between pangenomes. This functionality was used to identify conserved spots of insertion between species 415

containing defense systems. A system is associated with a spot if all of its gene families are part of RGPs 416

found within the boundaries of that spot. 417

3.3 Data, benchmark, and metrics 418

3.3.1 Genomic data and defense system prediction 419

Complete genomes of five species were downloaded from NCBI RefSeq [30] and analyzed for defense 420

system prediction using Defense Finder (v1.2.2 with 239 models of v1.2.4 + 43 CasFinder models of 421

v3.1.0), PADLOC (v2.0.0, 385 models of v2.0.0) and PANORAMA (v1.0.0). The dataset includes 422

Pseudomonas aeruginosa (941 genomes) and four well-studied Enterobacteriaceae species: Citrobacter 423

freundii (79 genomes), Escherichia coli (3,083 genomes), Klebsiella pneumoniae (1,659 genomes) and 424

Salmonella enterica (1,380 genomes). Before running PANORAMA, the pangenomes of the five species 425

were obtained using PPanGGOLiN v2.1.2 with default parameters and keeping the original RefSeq 426

annotations. Pangenome metrics, including the number of families categorized as persistent, shell or cloud 427

genomes, as well as the number of predicted RGPs and spots of insertion, are summarized in Table 3. 428

These metrics are also available through the info command of PANORAMA. Models from Defense Finder 429

and PADLOC (n=667), along with their associated HMMs (n=6,272), were converted in PANORAMA 430

format using its internal conversion utility. 431

Table 3. Pangenomes content

Species Genomes Genes Families Edges Persistent Shell Cloud RGPs Spots
C. freundii 79 385611 16865 24936 3780 2954 10131 3863 254
E. coli 3083 14447407 44278 140743 3018 7174 34086 240163 2036
K. pneumoniae 1659 8851686 32685 75073 4155 5085 23445 67678 778
P. aeruginosa 941 5811655 34058 61841 4925 6768 22365 44935 984
S. enterica 1380 6222501 23941 46535 3474 4080 16387 65920 458
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3.3.2 Benchmark protocol 432

The P. aeruginosa genome dataset was used to evaluate PANORAMA’s defense system predictions 433

against the reference tools, Defense Finder v1.2.2 and PADLOC v2.0.0, using their respective system 434

models and HMMs. To ensure consistency in comparison, the predictions from Defense Finder and 435

PADLOC, originally consisting of gene sets associated with defense systems, were mapped to pangenome 436

gene families by linking each identified gene to its corresponding family. Then, we define a True Positive 437

(TP) as a gene family assigned to the same defense system by both PANORAMA and the reference 438

tool. Gene families associated with a system by the reference tool but not predicted by PANORAMA 439

are classified as False Negatives (FN). Gene families assigned to a different system or not predicted by 440

the reference tool are considered False Positives (FP). To assess the performance of PANORAMA, we 441

computed precision, recall, and F1-score using the following equations: 442

Precision =
TP

TP + FP
(4a)

Recall =
TP

TP + FN
(4b)

F1-Score = 2 · Precision · Recall
Precision + Recall

(4c)

The benchmark was conducted on a Linux server equipped with two Intel® Xeon® Gold 6150 443

processors (36 cores), 376 GiB of DDR4 RAM, running CentOS v7.9.2009 with kernel 3.10.0 and Python 444

3.10. Since Defense Finder and PADLOC cannot process multiple genomes simultaneously and parallelize 445

computations, individual commands were executed for each genome, distributing the workload across the 446

36 available cores without concurrency. PANORAMA was run with the –threads parameter set to 36 to 447

enable parallel computation. To evaluate execution performance, total run time, CPU time, and peak 448

memory usage were measured for each tool. For consistency in comparison, the pangenome construction 449

step made by PPanGGOLiN was not included in PANORAMA execution metrics as pangenomes are 450

inputs of PANORAMA, like genomes for PADLOC and Defense Finder. 451

3.3.3 System category diversity 452

To assess the compositional diversity of systems within a given category (e.g., Restriction Modification, 453

Gabija, CRISPR-Cas) in a pangenome, a Shannon entropy is calculated as follows: 454

H(C, p) = −
∑

i∈C

P (smi) log2 P (smi) (5)

Where: 455

• H(C, p): the Shannon entropy of a system category C in a pangenome p. 456

• P (smi): probability of a system model smi of C to occur in p, calculated for each system model 457

as the ratio of the number of gene families of p associated with smi to the total number of gene 458

families across all systems of C. 459

The higher the entropy, the more diversified the gene families that make up the systems in a given 460

category. 461

3.3.4 System category enrichment 462

To determine the specificity of a system category in a set of pangenomes, an enrichment factor is computed 463

as follows: 464
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EF (C, p) =
fr(C, p)

fr(C,P )
(6)

Where: 465

• C: a system category. 466

• P : a collection of pangenomes p. 467

• fr(C, p): the relative frequency of the system category C in the pangenome p, calculated as the 468

ratio of the number of systems of C predicted in p to the total number of systems in p. 469

• fr(C,P ): the relative frequency of the system category C in P , calculated as the ratio of the 470

number of systems of C predicted in all p ∈ P to the total number of systems across all p ∈ P . 471

An enrichment factor above 1 indicates that a system category appears n times more in a specific 472

pangenome than in the entire collection of pangenomes. 473
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3 - Conclusion et perspectives

3.1 . Prédiction de systèmes biologiques

Le développement de PANORAMA représente une nouvelle avancée pour l’analysedes pangénomes procaryotes, en proposant une approche pour l’identification des sys-tèmes biologiques. Contrairement aux méthodes traditionnelles qui reposent princi-palement sur l’annotation de gènes individuels, PANORAMA exploite directement legraphe de pangénome, prenant ainsi en compte la diversité globale des génomes. Laméthode de prédiction repose sur l’utilisation d’une base de données HMM et d’unensemble de modèles spécifiques, permettant d’identifier et de contextualiser les sys-tèmes biologiques.
En exploitant les pangénomes générés par PPanGGOLiN, il devient possible d’asso-cier ces systèmes aux RGPs, aux spots et aux modules, ce qui enrichit l’annotation réci-proque de ces éléments. L’utilisation du pangénome permet également d’identifier dessystèmes autrement inaccessibles aux méthodes classiques, notamment en permet-tant l’annotation des fragments de gènes à partir des familles. De plus, cette approchepermet la détection de systèmes "fractionnés", i.e. des systèmes dont les composantsne sont pas colocalisés dans un même génome, en raison d’insertions génomiques oude leur position en bordure de contigs.
Dans la modélisation des systèmes, j’ai introduit un nouveau niveau de description,en regroupant les familles de gènes en unités fonctionnelles, ce qui améliore la caracté-risation desmodèles. PANORAMA ne possède pas demodèle propre, mais il permet detraduire des modèles issus de plusieurs bases de données existantes, telles que PAD-LOC, DefenseFinder et MacSyModels. Toutefois, la conversion entre ces bases n’est pastriviale : certaines différences dans les paramètres peuvent rendre la correspondancecomplexe, voire impossible. Néanmoins, la grammaire choisie et la lecture desmodèlessont suffisamment simples et flexibles pour permettre l’écriture manuelle de modèles,et donc l’intégration de bases de données de systèmes propres et spécifiques.
Nous prévoyons d’étendre cette approche à d’autres bases, comme les modulesmétaboliques de la base de données KEGG (Kanehisa et al., 2025). Ces modèles sontreprésentés sous une forme normale disjonctive (FND), qui utilise uniquement lesopérateurs logiques et, ou et non (ce dernier ne pouvant s’appliquer qu’à un élémentisolé). Si cette grammaire était standardisée à toutes les BDde systèmes, cela faciliteraitles conversions entre bases et permettrait l’automatisation des traductions. De plus,elle ouvrirait la possibilité d’optimiser les expressions en appliquant des algorithmesclassiques de minimisation, rendant ainsi la recherche de systèmes plus efficace. Tou-tefois, la FND présente certaines limites : elle ne prend pas en compte des paramètresquantitatifs comme la transitivité ou les règles de quorum et, dans le cas de modèlescomplexes, elle peut générer des expressions de taille exponentielle, difficiles à inter-préter.
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J’ai pu tester PANORAMA sur plusieurs bases de données, en particulier sur les mo-dèles de défense contre les phages, où laméthode a démontré sa robustesse et son ef-ficacité. Cependant, son application à d’autresmodèles, comme ceux de conjugaison deMacSyFinder, a révélé certaines limites. Par exemple, une valeur élevée de transitivité(500 dans le modèle T4SS_typeB des plasmides) entraîne un goulot d’étranglement al-gorithmique. Cette difficulté provient d’une recherche de contexte extrêmement com-plexe, générant un graphe avec un nombre d’arêtes considérable, nécessitant ensuiteun filtrage intensif. L’algorithme actuel n’est pas conçu pour traiter de telles valeurs.Une solution envisageable serait de distinguer les familles en unités fonctionnelles dis-tinctes et d’introduire un mot-clé spécifique qui ne reconstruirait pas directement lecontexte entre ces unités, mais se limiterait à rechercher un chemin d’une taille corres-pondant à la transitivité spécifiée.

3.2 . Comparaison de pangénomes

PANORAMA ouvre également la voie aux approches de pangénomique comparée.En recherchant et comparant des structures identifiées dans les graphes de pangé-nome, PANORAMApeut extraire les éléments conservés ou spécifiques à certains groupesd’organismes. Il devient alors possible d’identifier des liens évolutifs, de détecter desmodules fonctionnels partagés et d’étudier l’émergence ou la disparition de systèmesbiologiques, en prenant en compte toute la diversité génomique. Cette capacité à com-parer les graphes de pangénomes offre un nouveau cadre d’analyse pour mieux com-prendre l’évolution et l’organisation des génomes chez les procaryotes.
Pour ce faire, notre méthode repose sur un score (GFRR) permettant d’évaluer lasimilarité en contenu en famille de gènes entre les éléments des pangénomes. Ces élé-ments doivent au préalable être détectés au sein dupangénomeafind’assurer la robus-tesse de la comparaison. L’identification de structures conservées, i.e. des ensemblesde familles de gènes partageant une organisation pangénomique similaire, reste undéfi en cours d’exploration. Une piste repose sur l’application de méthodes demachine

learning. En s’appuyant sur des modèles entraînés sur des structures connues, il seraitpossible de détecter et de classifier de nouvelles régions d’intérêt, ouvrant ainsi la voieà la prédiction de structures conservées inédites entre différentes espèces.
L’ensemble des développements méthodologique de PANORAMA ont pu être pré-sentés dans plusieurs conférences, sous forme de talk et de poster (cf. Annexes A). Unarticle présentant PANORAMA sera prochainement soumis.
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CHAPITRE IV BASE DE DONNÉES DE
GRAPHE DE PANGÉNOMES
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1 - Intégration de pangénomes dans une base de don-
nées orientée graphe

L’analyse des génomes procaryotes à travers les pangénomes ouvre de nouvellesperspectives et permet une approche renouvelée de l’étude des génomes et de leurévolution. Il existe quelques bases de données de pangénomes, comme Edgar (Blom
et al., 2009) ou panKB (Sun et al., 2025), mais elles ne fournissent que des résultatsd’analyses prédéfinies, sans possibilité d’extraire les pangénomes ni d’ajuster les para-mètres pour réaliser de nouvelles études. De plus, l’exploration des pangénomes sousforme de graphe demeure inaccessible pour ces outils. À notre connaissance, il n’existeaucune base de données qui centralise plusieurs graphes de pangénomes tout en of-frant des outils de diffusion, de visualisation et d’interrogation interactives. Pourtant,une telle BD de pangénomes constituerait une solution potentielle pour la gestion etla distribution des génomes, un enjeu d’autant plus crucial face à l’augmentation expo-nentielle du nombre de génomes disponibles.

Un pangénome pouvant être représenté sous forme de graphe, il est donc natureld’adopter une base de données reposant sur une architecture de graphe pour struc-turer et interroger ces données. L’intérêt d’une base de données orientée graphe ré-side dans sa capacité à gérer efficacement ces structures non relationnelles, grâce àdes systèmes de gestion optimisés et des langages de requête adaptés. L’outil Pan-Tools (Sheikhizadeh et al., 2016) utilise notamment le système de BD de graphe Neo4j
https://neo4j.com/ pour stocker un pangénome sous forme de graphe de De Bruijn,mais aussi pour analyser et visualiser le pangénome. C’est dans cette optique que nousavons développé une solution d’intégration des pangénomes dans une base de don-nées orientée graphe, en collaboration avec des chercheurs spécialisés dans ce type debase de données.

Dans le cadre de l’édition 2022 du hackathon D4GEN 1, nous avons proposé un chal-
lenge ayant pour objectif d’améliorer l’efficacité du chargement des pangénomes dansles analyses comparatives réalisées avec PANORAMA. Une première solution a pu êtredéveloppée par notre équipe, composée de Lucas Gruda et Sullian Le Bozec (étudiantsà Télécom SudParis), Guillaume Gautreau (MaIAGE, INRAE et développeur de PPanG-GOLiN), StefaniaDumbrava (SAMOVAR, Institut Polytechnique de Paris, TélécomSudPa-ris, ENSIIE), spécialiste en bases de données et moi-même. Lors de ce challenge, notreprincipal défi a été l’intégration de plusieurs pangénomes dans une base de donnéesorientée graphe, en utilisant le système Neo4j et le langage de requête Cypher 2. Pource faire, nous avons d’abord réfléchi et défini un schéma pour la base de données, puisnous avons élaboré unmodèle de données cohérent entre les pangénomes de PPanG-GOLiN, les liens de similarités entre les familles de gènes et la structure de la base. Unefois les données intégrées, le chargement à l’ouverture de la base de données devenaitpratiquement instantané. Enfin, nous avons également défini des requêtes permettantd’identifier lesmodules partagés entre les pangénomes, facilitant ainsi leur explorationet leur comparaison au sein de la base de données.

1. Le hackathon D4GEN est un challenge durant lequel des chercheurs et des entrepreneurs consti-tuent une équipe avec des étudiants pour résoudre un problème de génomique ou de biotechnologieen 48 heures.2. Ce projet nous a valu la troisième place du hackathon.
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Encouragés par ces résultats, nous avons poursuivi nos travaux en collaborationavec Guillaume Gautreau, Stefania Dumbrava et Angela Bonifati (LIRIS, Université Lyon1) experte en base de données. Nous avons commencé par améliorer la méthode d’in-tégration pour ajouter l’ensemble des éléments d’un pangénome sous forme de nœuds(gènes, familles de gènes, RGP, spots et modules) et leurs relations sous forme d’arêtes(appartenance d’un gène à une famille, voisinage entre familles, similarité entre famillesissues de différents pangénomes. . .). Au moment de la conception de la méthode d’in-tégration, il n’existait aucun package d’intégration automatique dans Neo4J, j’ai doncrepris plusieurs packages non propriétaires, conçus pour des applications spécifiques,afin d’intégrer les pangénomes dans la BD Neo4j.
Nous avons ensuite développé un workflow d’analyse présentant un ensemble derequêtes pour explorer les relations entre pangénomes et extraire des résultats d’inté-rêt, tels que le nombre de familles de gènes partagées entre différents pangénomes.
Nous avons appliqué ce workflow en tant que preuve de concept (proof of concept(POC)) afin d’évaluer sa pertinence pour l’identification desmodules d’antibiorésistancepartagés entre différentes espèces procaryotes. Pour cela, nous avons utilisé l’outil

PPanGGOLiN pour construire un ensemble de 10 pangénomes représentant les es-pèces du groupe ESKAPE, un groupe de bactéries connu pour sa résistance aux antibio-tiques et son implication dans les infections nosocomiales. Les espèces sélectionnéespour l’étude ainsi que le contenu de leur pangénome sont décrits dans le tableau IV.1.1.
Pangénomes # degènes # degénomes # defamilles # d’arêtes # deRGPs # despots # demodules taille dufichier (MB)
Acinetobacter
baumannii

1 044 515 285 14 400 30 147 9 764 364 609 616
Enterobacter
bugandensis

526 062 118 18 143 23 734 3 424 326 250 212
Enterobacter
cloacae

651 827 137 22 953 32 270 6 083 292 526 358
Enterobacter
hormaechei

739 490 159 18 166 29 798 5744 280 742 415
Enterobacter
kobei

705 811 150 20 836 29 311 5 740 181 535 386
Enterobacter
roggenkampii

978 031 210 26 080 40 459 8 807 319 712 537
Enterococcus
faecium

570 257 207 7 889 18 627 6 195 189 318 301
Klebsiella
pneumoniae

3 100 409 600 29 139 61 865 25 014 529 1 167 1 800
Pseudomonas
aeruginosa

1 892 646 313 23 699 42 084 10 706 543 909 1200
Staphylococcus
aureus

1 686 977 638 7 017 18 047 11 869 268 203 991

Table IV.1.1 – Description des données pangénomiques intégrées dans la base de données graphe.
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Les familles de gènes ont été annotées avec la base de données CARD (Alcock et al.,2023) pour rechercher des fonctions associées à la résistance aux antibiotiques. Grâceà notre approche, nous avons pu identifier des modules partagés impliqués dans larésistance aux antibiotiques au sein de ces espèces.
Ce travail, que j’ai eu l’opportunité de présenter lors duworkshop SeaGraph de l’IEEE

International Conference on Data Engineering (ICDE) 2024 (cf. Annexe A), a démontré l’in-térêt et la faisabilité du stockage des graphes de pangénomedans une base de donnéesoptimisée pour cette structure.
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Abstract—Graph databases are increasingly used to handle
complex data pipelines, in which interconnected data is exploited
for visualization and analytics. We propose a novel method,
PanGraph-DB, for performing complex inter-pangenomic anal-
ysis within a graph database. As a case study, we focus on
the antibiotic resistance in sequenced genomes. Over the past
decade, the volumes of genomic data stored in public databases
have grown exponentially, to the point of hindering compar-
ative genomics algorithms. We show that, due to the nature
of genomic data, graph databases enable accurate data and
metadata analysis, visualization, and comparison across diverse
genomes in the pangenomic approach. Families of graph-encoded
pangenomes can then be integrated under a common mediated
graph schema. The graph data integration allows to visualize and
compare several pangenomes, as well as to analyze AntiMicrobial
Resistance (AMR) gene niches through a combination of graph
queries, whose performance and scalability we study.

I. INTRODUCTION

Graphs are ubiquitous in several applications that rely on
interconnected data to represent, explore, predict, and explain
real- and digital-world phenomena. In the near future, graph
ecosystems are expected to handle complex data pipelines,
ranging from data pre-processing, querying, and analysis, to
advanced processing, through learning and inference [1]. To
optimize for performance and accuracy, such complex data
pipelines need to be purposed for the particular tasks they tar-
get. In this paper, we focus on devising a custom methodology
for enabling comparative genomics on pangenome graphs.

Typical analyses in comparative genomics often rely on a
reference-centric approach to grasp species diversity, based
only on several genomes. This reference genome, however,
fails to provide sufficient coverage. A trivial solution would
be to pairwise compare all the known genomes, but this would
lead to a combinatorial explosion. The pangenomic approach
overrides these limitations, by combining all the genomes,
including the reference ones, in a unified data structure. This
can be represented using various formalisms, e.g., sets, Mul-
tiple Sequence Alignments, Sequence graphs, and De Bruijn
graphs, as reviewed in [2]. Among these, microbial pangenome
graphs increasingly rely on nodes, corresponding to clusters
of similar genes (families), linked by edges, indicating their
genomic neighborhood in various genomes [3], [4], [5], [6].

An open problem in pangenomics is how to compare
several pangenome graphs straightforwardly. In particular,
deciphering transfers of genetic information between species
(pangenomes), such as AMR genes, raises many critical issues.
The first hurdle is the size of the combined graphs, of the order
of millions of nodes, requiring custom solutions for storage

and efficient computation. Second, querying the graphs, to find
similar modules for instance, can be difficult, in terms of both
algorithmic and computational complexity.

We address these challenges in a practical system, by im-
porting pangenome families in a unified property graph, under
a mediated schema. The schema helps domain experts under-
stand and explore the multi-pangenome graph and formulate
graph queries that facilitate complex bioinformatics tasks, such
as AMR analyses. Our method leverages the Neo4j system [7]
and our queries are expressed in its native openCypher [8]
language. These can, however, be equivalently encoded in any
graph query language, including the future GQL [9] standard.
We establish the scalability of the approach when varying the
number of pangenome graphs, and its efficiency on custom
AMR queries. Overall, our work shows how to solve a complex
domain-specific task, which has been considered unfeasible in
classical genomics, by designing a dedicated graph processing
pipeline. To the best of our knowledge, ours is the first
work that uses graph databases for the real-world use-case
of efficient and scalable multi-pangenome processing. Our
promising first results, obtained in the context of investigating
the AMR of various pangenomes, open the perspective of
employing this methodology in further applications. We make
our PanGraph-DB artifact [10] publicly available.

Related Work. Graph databases have gained rapid adoption
in the life sciences, as surveyed in [11] and as witnessed by
creation of various datasets, i.e., BioRDF for linked open data,
GeneOntology for gene taxonomies, GProfile - for metabolism
information, KEGG for gene and genome information, ChEBI
for chemical entities, and the Genomic Data Model [12] for
omics data. PanTools [13] is the work closest to ours, as it
also uses the Neo4j graph database for comparative genomics.
Their technique, though, hinges on a De Bruijn Graph and fa-
cilitates the integration of eukaryotic pangenomes. Compared
to our approach, De Bruijn Graphs are at a lower level of
granularity, which is subject to high variability and makes it
challenging to scalably interpret and analyze functional and
structural patterns across microbial species.

Tertiary data analysis has been carried out with Ge-
nomic Data Model (GDM) and GenoMetric Query Language
(GMQL), to enable scientists and bioinformaticians to focus
on the biological questions and the design of their exper-
imental studies, instead of implementing the computational
pipelines across different formats [12]. They focus, however,
on genomic regions, and their comparisons are implemented
as joins in the GMQL queries. Their query language is not
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Fig. 1: Graph database driven pangenomic analysis.

graph-oriented and is thus not applicable to comparisons of
families of pangenomic graphs and AMR identification.

II. METHODOLOGY

Our methodology aims to facilitate efficient comparative
pangenomics. As such, we constructed the PanGraph-DB
system, whose pipeline (see Figure 1) is capable of operating
on pangenome graphs, computed by the PPanGGOLiN [5]
framework, and of leveraging graph databases for integrated
analyses by domain experts. Our approach is system agnostic
and can be reproduced with any graph database whose data
model and querying capabilities are comparable to those of the
Neo4j system we employ. Given the rich property graph data
model supported by Neo4j, domain experts can further enrich
such pangenome graphs with custom properties. We illustrate
this technique with a complex analysis aimed at inspecting
AMR patterns in a multi-pangenome setting. Domain experts
can, however, adapt and extend it to various other applications.

Data generation. Our pipeline (see Figure 1) takes as input
complete ESKAPE genomes [14], from the NCBI GenBank
database [15]. These are then processed by PPanGGOLiN,
which performs gene clustering, edge merging, and statistical
partitioning to compute pangenome graphs. Using these, we
can highlight Regions of Genomic Plasticity (RGP) that are
relevant to our analyses and that correspond to genomic spots
(hotspots) onto which AMR genes can be integrated. We com-
pute the information regarding RGPs using PPanGGOLiN’s
PanRGP method [16] and we further connect co-occurring and
co-located gene families. Indeed, these might potentially be
involved in a common biological process, as is commonly the
case for AMR genes. Hence, we regroup them into structures
called modules, with PPanGGOLiN’s panModule method [17].

Gene families from these pangenome graphs are enriched
with Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD)
annotations, in order to identify known AMR genes [18].
Also, various similarity levels between gene families of differ-
ent pangenomes are computed, through dedicated alignment
methods [19]. Finally, we obtain multiple CARD-annotated
pangenome graphs, incorporating additional information re-
garding the partitions, RGPs, and modules the genomes relate
to. This information, however, is not explicit and cannot be di-

rectly queried. Moreover, the graphs are largely disconnected,
except for the similarity annotations between gene families.

Data modeling. As genomic analyses typically require a
holistic view, encompassing information stored in all of these
individual datasets, it is important to integrate them into a
single graph. This is especially challenging, as the pangenome
data lacks structural information and explicit labeling. To ad-
dress this, we first construct a unifying schema that will shape
the integrated multi-pangenome instance to be imported and
analyzed in the Neo4j database. A key requirement for inter-
pangenome analyses is having a data model that is expressive
enough to capture multi-pangenome properties. Hence, for
our AMR task, we need to enrich the previously computed
datasets with further metadata, as follows. Each pangenome
corresponds to a particular species, carries a mandatory name
and unique identifier, and is linked to all the gene families
it comprises. Note that all families must be associated with
exactly one partition (persistent, shell, or cloud). To model
the possible connections between families, we need to first
determine whether they are part of the same pangenome. Intra-
pangenome families can be marked as neighbors and, based
on this, neighborhood weights can be computed, by counting
their number of genomes. Inter-pangenome families can only
be linked through similarity relations that can be characterized
by a percentage of identity and a percentage of coverage. To
facilitate the analyses, for each module, we explicitly store
information regarding its gene families. Next, for each gene,
we record its name, its start and stop position on the DNA
sequence (contig), as well as its RGPs, which we connect to
named spots, if they are co-located in the pangenome graph.

Data processing. The data import methodology closely
follows that of the CovidGraph framework [20]. First, we
create a Python dictionary for every pangenome. This has a
hierarchical structure, whose parent is the pangenome itself
and whose leaves are the genes. As such, we can use the
dict2graph package [21] to create relationships between nodes,
load properties for nodes and relations, as well as automati-
cally index and merge all nodes and relationships into a graph.
Note that all these tasks are parallelized. Next, we sequentially
load the similarities of edges, by inspecting the alignment
result table and extracting pairs of families with identity and
coverage greater than 30% and 80%. Finally, we create edges
between family nodes with the graphio package [22]. The
expert user can then visualize, explore, and inspect the data
through graph queries that can extract complex patterns [23].

III. INTEGRATED PANGENOMICS

To efficiently perform genomic analyses on our graph
dataset of connected pangenomes, we leverage the Neo4j
graph database. This natively stores data as a property graph,
i.e., a directed, multi-labeled multi-graph with key/value prop-
erties attached to nodes and edges. To facilitate data integra-
tion, we design a mediated schema (Figure 2) that captures
the integrated dataset structure. Pangenome nodes are con-
nected to their genomic Family nodes and to neighboring
and similar nodes of the same label in Modules. Family
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Fig. 2: Mediated Schema.

nodes contain antibiotic resistance annotations. These nodes
are classified as belonging to persistent, shell, and cloud
Partitions, depending on whether their Genes are preva-
lent in all, some, or only a few corresponding genomes.
Finally, Genes are part of Contigs, associated to particular
Genomes, and can be part of RGPs, located in Spots.

Antibiotic Resistance Analysis. We illustrate the utility
of graph databases for AMR identification, a key genomics
task. Grasping the evolution of such resistance profiles across
pangenomes is crucial to understanding how these elements
spread between species. To conduct the analysis, the domain
expert has to first comprehend the scale of such AMR profiles
within the various pangenomes. She can extract aggregated
information from the graph and identify the pangenomes with
the highest number of relevant biological features at the intra-
pangenomic level. Thus, she can express top-k queries [10]
to focus on information about pangenomes (Q1, Q2, Q4),
RGPs and Spots (Q3), as well as modules (Q5) that contain
the most CARD-annotated families and top-k species in terms
of modules (Q6). These queries allow gaining AMR insights
about a species. However, to determine evolutionary patterns,
one needs to analyze multiple pangenomes. Hence, a further
step is to consider pangenome pairs and extract families
that have similar AMR profiles. This can be encoded (Q7)
through a main query that recovers, for a pangenome, its
families and their modules, and two correlated sub-queries that
further extract, for each previously identified family, all other
similar families, from other pangenomes. Note that one has to
explicitly export the variables reused in the correlated queries.

Q7. Return the names of similar inter-pangenomic families
and of the partitions and pangenomes they belong to.
MATCH (p1:Pangenome)<-[:IS_IN_PANGENOME]-
(f1:Family)-[:HAS_PARTITION]->(s1:Partition)
WITH p1, f1, s1
MATCH (f1)-[:IS_SIMILAR]-(f2:Family)-[:

HAS_PARTITION]->(s2)
WITH p1, f1, s1, s2, f2
MATCH (p2:Pangenome)<-[:IS_IN_PANGENOME]-(f2)
WHERE p1.name <> p2.name
RETURN p1.name, f1.name, s1.partition,
p2.name, f2.name, s2.partition

The query below is key to the analysis, as the information
regarding Spot nodes allows highlighting RGP hotspots, i.e.,
common insertion sites for Horizontal Gene Transfers.

Q8. Identify similar inter-pangenomic AMR families where
at least one has RGP-related genes, part of hotspots.

Note that in the Cypher encoding, we explicitly name the
graph patterns to filter intermediate results iteratively, using
path-level reachability constraints. As such, we first specify
the pattern allowing to identify families that have RGP-related
genes and extract the graph objects connected to these, in
particular the Spot information. We then refine the results
with a path condition aimed at identifying pairs of similar
families, within different pangenomes, and extract further
information regarding their Partition. We also discard
results wherein families do have not any AMR annotation.
MATCH
a=(p:Partition)<-[HAS_PARTITION]-(f1:Family)
-[:IS_IN_FAMILY]-(g:Gene)-[:IS_IN_RGP]-(r:RGP)
-[:IS_IN_SPOT]-(s:Spot)
WITH a,p,f1,g,r,s
MATCH b=(p1:Pangenome)-[:IS_IN_PANGENOME]-(f1)
-[:IS_SIMILAR]-(f2:Family)
-[:IS_IN_PANGENOME]-(p2:Pangenome)
WHERE f1.annotation IS NOT NULL AND z1<>z2
WITH a,b,p,f1,g,r,s,p1,zp2,f2
MATCH c=(f2)-[:HAS_PARTITION]-(p2)
RETURN a,b,c

Next, we can precisely compare the neighborhoods (con-
texts) of modules across pangenomes with the below query.

Q9. Return the names and count of similar families from
different pangenomes and the names of their modules.
MATCH (m1:Module)<-[:IS_IN_MODULE]-(f1:Family)

-[:IS_IN_PANGENOME]->(p1:Pangenome)
WITH f1, m1, p1
MATCH (p2:Pangenome)<-[:IS_IN_PANGENOME]-(f2:

Family)-[:IS_SIMILAR]-(f1)
WITH f1, m1, p1, f2, p2
MATCH (f2)-[:IS_IN_MODULE]-(m2:Module)
WHERE f1.annotation IS NOT NULL AND p1 <> p2
RETURN p1, p2, m1, m2, f1, f2

Interestingly, families with similar CARD annotations may
even belong to different partitions, highlighting the genetic
variability between species, as analyzed with the query below.

Q10. Return the names of the top 10 pairs of similar
families, whose identity and coverage metrics surpass the 0.8
threshold, their partition names, and their CARD annotations.
MATCH
(f1:Family)-[:HAS_PARTITION]->(s1:Partition)
WITH f1, s1
MATCH (f1)-[r1:IS_SIMILAR]->(f2)

-[:HAS_PARTITION]->(s2:Partition)
WHERE r1.identity >= 0.8
AND r1.coverage >= 0.8
RETURN f1.name, s1.partition, f2.name,
s2.partition, r1.identity, r1.coverage,
f1.annotation, f2.annotation
ORDER BY r1.identity DESC LIMIT 10

Analyzing the query results, very similar inter-pangenomic
families could indicate recent inter-species gene transfers.
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IV. EXPERIMENTAL EVALUATION

We performed scalability experiments on a virtual machine,
running Ubuntu (version 22.04.1 LTS), equipped with an Intel
Xeon Processor (Skylake, IBRS), clocked at 2.2Ghz, 153GB
of RAM, and 621GB of free hard drive space. The queries
were executed in the Neo4j Community Edition (version
4.4.12) and the dataset characteristics are available in our
PanGraph-DB artifact [10]. Note that data import is one of
the bottlenecks faced when processing multiple pangenomes.
In previous analyses, even the simultaneous data loading of
several PPanGGOLiN files (one HDF5 file per pangenome)
was challenging in terms of memory usage. We deem our
runtimes acceptable for massive cross-pangenome analyses, as
they require less than a workday to fully import the datasets.
The disk usage is also sustainable, given the compactness of
storing 10 pangenomes (6.8GB), corresponding to billions of
genes, thousands of families and genomes, as well as expert
biological information (RGPs, Spots, AMR annotations).

Quantitative Analysis. We assess the performance and
scalability of our methodology on the previous complex
pangenomic analyses. As such, we analyze the runtimes of
evaluating queries Q1-Q10 on pangenome datasets integrating
an increasing number of pangenomes (see Figure 3). We note
that the query execution times range from approx. 27.07 ms.
on average (Q2) to approx. 66.8 ms. on average (Q8), when
considering only two pangenomes and from approx. 31.8
ms. (Q5) to approx. 88.93 ms. (Q7), when considering ten
pangenomes. The minimal execution times for Q2 and Q5
can be explained by the relative simplicity of the queries, as
this computes count aggregates over a basic path comprised
of only two edges. The maximal execution times are recorded
for queries Q7 and Q8. Both are complex-correlated queries
containing several subqueries. In terms of scalability, we note
that the increase in execution time is nearly linear or sublinear
when progressively adding more pangenomes. Moreover, we
can see that the most complex queries, i.e., Q3, Q7, and
Q10, which also take longest to execute, exhibit the highest
variability, as witnessed by their observed standard deviation.
This indicates that performances start to deteriorate when con-
siderably increasing data volumes, as the dataset integrating
ten pangenomes records performance variations of up to 40%.
Dealing with such scenarios requires further optimizations that
graph processing systems are expected to support in the future.
Nevertheless, the pangenome sizes we consider are already
well beyond what can be supported by current methods that,
moreover, do not support inter-pangenome analyses at all.
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Fig. 3: Average Q1-Q10 runtimes on multiple pangenomes.

Qualitative Analysis. While resistance islands have been
extensively studied in the microbiology literature [24], [25],
[26], to the best of our knowledge, ours is the first data-
driven pangenomic approach to identify and compare them at
scale. Henceforth, we evaluate Q9 (Section III) on our largest
dataset (ten pangenomes) and explore the results. Note that Q9
is relevant for the entire AMR pipeline, as it helps to identify
similar inter-pangenome modules that contain AMR annotated
genes. RGPs carrying such AMR modules may correspond to
resistance islands, i.e., mobile genetic elements that contain
multiple resistance genes and may be passed between species
(pangenomes) through Horizontal Gene Transfers. It is thus
particularly important to expose these genomic patterns to
better understand their spread in ESKAPE bacteria.

Fig. 4: Similar modules (orange) with AMR-related families
(red) in distinct pangenomes (blue).

Inspecting the result graph, we can identify and extract
relevant patterns. For example, between the E. kobei, K. pneu-
moniae and A. baumanii pangenomes (in blue), there are three
pairs of similar gene families (in red) that are part of similar
modules (in orange) in between each of the three species (see
Figure 4). Having isolated these three modules, the expert user
can inspect their membership in relevant resistance islands.

We notice that module identification is greatly facilitated
by using a graph database, as all such pairs can be extracted
with a single, declarative query. Previously, no such direct
methodology for inter-pangenomic analysis and exploration
was readily available. This qualitative study also revealed the
importance of the underlying data model, which we will extend
to explicitly represent resistance island conglomerates.

V. CONCLUSION AND PERSPECTIVES

We have introduced the novel PanGraph-DB framework
and showcased the usage of a graph database for complex
pangenomic processes. By defining a mediated schema on top
of several isolated families of pangenomes, we have created a
unified pangenome graph that can be inspected for both intra-
and inter-pangenomic analyses. We have also experimentally
established the feasibility of data loading, processing, and
querying with our method. Our approach is generic and can be
deployed in other graph databases, as we make PanGraph-DB
readily available to both the database and bioinformatics com-
munities. We intend to optimize our pipeline to support even
larger pangenomes and to extend our data model with other
interesting types of genomic data, e.g., metabolic pathways,
defense, and virulence islands.
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3 - Conclusion et perspectives

Notre proof of concept sur l’intégration et l’analyse de pangénomes dans des basesde données orientées graphe, ouvre la voie à de nouvelles méthodes de stockage,d’analyse et de visualisation de vastes ensembles de génomes et de pangénomes. Nousavons conçu un schéma de base de données ainsi qu’un workflow d’analyse générique,pouvant être adaptés à d’autres modèles de pangénomes. Nos tests montrent quenotre approche permet des temps de réponse très rapides (de l’ordre de la millise-conde) aussi bien pour des requêtes simples que pour des analyses complexes. Bienque notre POC soit une réussite, plusieurs améliorations sont nécessaires pour en faireune véritable base de données opérationnelle dédiée à l’analyse et à la distribution despangénomes.
Pour intégrer les pangénomes dans la base de données, j’ai développé un script Py-thon utilisant PPanGGOLiN et PANORAMA afin d’extraire et de préparer les données.L’intégration dans Neo4j s’est appuyée sur des packages tiers, non optimisés pour nosdonnées, entraînant des temps d’intégration relativement longs. Récemment, Neo4j apublié un package officiel, plus flexible et optimisé pour la communication avec la base.Les premiers tests, que j’ai menés, indiquent qu’il permettrait une réduction significa-tive des temps d’intégration, ce qui constitue une piste prometteuse pour améliorerl’efficacité globale du système.
Lors d’un secondhackathonD4GENen 2023, l’intégration deméthodesdemachine

learning a été explorée dans notre workflow d’analyse. Neo4j propose plusieurs pa-ckages dédiés à l’application du ML directement sur la base de données. Nous avonstesté différentes approches pour identifier des structures et des chemins pertinentsdans le graphe de pangénome, mais aucun résultat probant n’a émergé. Cependant,cette première tentative nous a permis de repenser le schéma de la base de donnéeset d’imaginer de nouvelles métadonnées à intégrer pour des analyses futures.
Pour construire la BD Neo4J, j’ai développé un script permettant de charger les pan-génomes dans une base de données locale. Ce script avait d’abord été intégré à PANO-RAMA, pour sa capacité à lire plusieurs pangénomes. Toutefois, nous avons finalementchoisi de développer un script indépendant, plus facile à maintenir. Ce script offre plu-sieurs avantages : intégration simplifiée des pangénomes dans la base, lancement au-tomatique des analyses, indépendance vis-à-vis de l’interface Neo4j. L’objectif étant derendre l’ensemble du processus plus accessible et automatisé, afin que chacun puissecréer une instance propre de base de données de pangénomes.
Le LABGeM développe une base de données de pangénomes générés par PPanG-GOLiN, PanGBank. Ce projet repose sur une architecture de BD relationnelle SQL,contenant les fichiers HDF5 pour chaque espèce et des résultats d’analyse accessiblesen ligne. Une intégration avec notre POC pourrait offrir plusieurs avantages :
• Une nouvelle manière d’organiser et de visualiser les pangénomes
• La possibilité d’effectuer des analyses complexes directement sur la base de
données

• Une meilleure interconnexion entre les données et les outils d’exploration
En combinant ces approches, nous pourrions développer un système de gestion despangénomes plus robuste, interactif et performant.
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1 - Conclusions sur le travail de thèse

La pangénomique procaryote est un domaine en plein essor, bénéficiant de l’aug-mentation du nombre de génomes disponibles dans les bases de données. Bien querelativement récente dans l’histoire de la génomique, de la bioinformatique et, pluslargement, de la microbiologie, l’analyse de pangénomes a déjà été largement adoptéecomme outil de routine pour offrir une vision globale de la diversité génomique qu’ellepermet d’explorer. Pour contribuer à ce domaine, l’objectif de ma thèse était de déve-lopper des méthodes permettant la comparaison des pangénomes en s’appuyant surles graphes et les analyses de PPanGGOLiN, afin d’identifier des structures conservéesentre différentes espèces.
Mon premier travail a ainsi consisté à concevoir une méthode de recherche decontextes génomiques dans le graphe de pangénome. Intégrée à PPanGGOLiN, cetteméthode devait servir à la détection de contextes conservés à l’échelle des pangé-nomes. Afin de faciliter la comparaison des pangénomes, j’ai travaillé sur une nouvelleversion de PPanGGOLiN, en collaboration avec Jean Mainguy, ingénieur de l’équipe,Alexandra Calteau, chercheuse au LABGeM, et David Vallenet, chef du laboratoire, ainsiqu’avec la contribution des anciens développeurs de PPanGGOLiN, GuillaumeGautreau(chercheur MaIAGE, INRAE) et Adelme Bazin (Ingénieur de recherche), également doc-torants à l’époque. Cette version 2 de PPanGGOLiN apporte de nombreuses amélio-rations, notamment au niveau du stockage et de la lecture des données, mais ausside nouveaux outils d’analyse, comme le clustering des régions de plasticité génomique.Cette version contient aussi une refonte du code selon les standards Python, une docu-mentation renforcée ainsi qu’une restructuration du cycle de vie du logiciel. Ce travailde fond a constitué une étape clé de ma thèse, garantissant une base robuste pourla suite des développements. L’ensemble de ces contributions a été récompensé parle prix "science ouverte du logiciel libre de la recherche", "espoir" de la catégorie ’S-cientifique et technique, décerné par le ministère de l’Enseignement supérieur et de laRecherche en 2023.
En parallèle du maintien et de l’amélioration de PPanGGOLiN, j’ai développé PANO-RAMA, le premier outil dédié à la prédiction de systèmes biologiques dans les pangé-nomes et à la comparaison de pangénomes. La première étape a été de concevoir laméthode de prédiction et d’élaborer les modèles associés, un travail réalisé en 2022 aucours du stage de 2e année de DUT de Laura Bry, que j’ai eu l’opportunité d’encadrer.Ces modèles offrent une représentation à la fois détaillée et flexible des systèmes bio-logiques, tout en restant facilement modifiables manuellement. Durant ce stage, nousavons également mis en place des méthodes de traduction des modèles de prédictionde systèmes de défense contre les phages, notamment PADLOC et DefenseFinder.
Parallèlement, j’ai poursuivi le développement de l’algorithme de prédiction de sys-tèmes, qui a été affiné lors du stage de Quentin Fernandez De Grado en 2023, étudianten 5e année à l’INSA de Toulouse, que j’ai co-encadré. Au cours de ce stage, nous avonstesté et évalué la méthode sur des systèmes de défense, en la confrontant aux réfé-rences de la littérature scientifique. Nous avons aussi associé les systèmes identifiésaux RGPs et aux spots pour rechercher d’éventuels îlots de défense. Ce travail a donnélieu à plusieurs présentations dans des conférences, sous forme de posters et de pré-sentations orales (voir annexes A).
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Dans le même temps, j’ai développé une approche dédiée à la comparaison despangénomes, fondée sur l’analyse du contenu en familles de gènes au sein de struc-tures déjà identifiées, telles que les RGPs, les spots, les modules et les systèmes. Encalculant un score de similarité, cette méthode permet d’identifier des structures po-tentiellement conservées entre différentes espèces. En s’appuyant sur le pangénome,cette approche offre une comparaison globale du contenu génomique des espèces touten intégrant l’ensemble de leur diversité.
Ces développements ont été intégrés à PANORAMA, un outil que j’ai conçu, tout entirant parti de certains acquis de PPanGGOLiN. Il était donc nécessaire, en parallèle dudéveloppement des méthodes d’analyse, de concevoir un outil accessible à la commu-nauté scientifique, facile à diffuser, bien documenté et conçu pour être maintenablesur le long terme.
Ce travail a donné lieu à un article qui sera prochainement soumis pour publica-tion. L’article propose un benchmark comparatif entre PANORAMA et deux outils deréférence pour la prédiction des systèmes de défense, DefenseFinder et PADLOC. Il in-clut également une application sur le pangénome de Pseudomonas aeruginosa, où lessystèmes prédits sont associés aux spots, afin d’identifier des îlots et hotspots de dé-fense. Concernant l’aspect comparatif, j’analyse la conservation des spots entre quatreespèces de la famille des Enterobacteriaceae et les associe aux systèmes de défenseafin d’identifier d’éventuels îlots de défense conservés au sein de cette famille.
Au cours de ma thèse, j’ai également contribué au développement d’une base dedonnées orientée graphe dédiée aux pangénomes. Ce projet a débuté lors du hacka-thon D4GEN 2022, où, aux côtés de Guillaume Gautreau, Lucas Gruda et Sullian Le Bo-zec (deux étudiants de Telecom SudParis) ainsi que Stefania Dumbrava (SAMOVAR,Institut Polytechnique de Paris, Télécom SudParis, ENSIIE), nous avons remporté latroisième place. Cette initiative a donné lieu à une collaboration avec Stefania Dum-brava et Angela Bonifati (LIRIS, Université Lyon 1), toutes deux spécialistes des basesde données orientées graphe. Dans ce cadre, j’ai développé un script permettant laconstruction et l’intégration des pangénomes dans une base de données de ce type.Nous avons ensuite défini plusieurs requêtes visant à analyser et à comparer les pangé-nomes stockés. À titre d’application, nous avons intégré dix pangénomes d’ESKAPEE (ungroupe d’espèces pathogènes résistantes aux antibiotiques) et effectué des recherchesdirectes dans la base pour identifier des modules, calculés par PPanGGOLiN, similairesà ceux associés à des résistances. Ce projet a constitué une part importante de mathèse, nécessitant l’acquisition de nouvelles compétences en bases de données orien-tées graphe et en langage de requête Cypher. Il a fait l’objet d’une publication et a étéprésenté lors du workshop SEAGRAPH de la conférence ICDE 2024, où il a suscité unvif intérêt au sein de la communauté informatique, ce type d’application et de donnéesrestant encore peu exploré.
Au cours dema thèse, j’ai également eu l’opportunité de contribuer, demanière plusponctuelle, à d’autres projets en lien avec la pangénomique. Ces collaborations m’ontpermis d’échanger avec des chercheurs issus de disciplines variées, enrichissant ainsima compréhension des approches interdisciplinaires. Ces interactions ont égalementété l’occasion de développer ma capacité à adapter mon discours en fonction de monpublic et de son niveau de connaissance.
Dans cette même perspective, j’ai eu la chance d’enseigner aux étudiants de pre-mière année du master GENIOMHE (Université Evry Val d’Essonne - Paris Saclay), dansle cadre d’un cours sur la génomique comparée et la présentation de la plateformed’an-
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notation des génomes procaryotes MicroScope. Cette expérience m’a permis d’affinerma capacité à transmettre des concepts complexes de manière claire et accessible.
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2 - Perspectives sur les méthodes développées

2.1 . Critique et amélioration possible des méthodes

2.1.1 . PPanGGOLiN et recherche de contexte génomique

La méthode développée pour la recherche du contexte génomique permet d’iden-tifier les familles conservées entourant un ensemble de familles d’intérêt. Nos expéri-mentations montrent qu’elle est globalement efficace, mais qu’elle présente une sensi-bilité à la taille du contexte recherché ainsi qu’au paramètre de transitivité. Cette sensi-bilité semble être inhérente à l’algorithme de construction, qui repose sur un parcoursexhaustif des génomes pour reconstituer le contexte. L’algorithme, après l’identifica-tion des familles cibles, procède à la construction du graphe de contexte et nécessitepour cela un retour aux génomes, une opération particulièrement coûteuse en termesde temps de calcul et de ressources. Ce choixméthodologique est lié à l’architecture dugraphe de pangénome, qui encode uniquement le voisinage direct des gènes dans lesgénomes. Par conséquent, l’établissement des relations de transitivité exige un retourau niveau génomique. Un autre facteur limitant réside dans la nature multigénique decertaines familles du pangénome : plusieurs gènes appartenant à une même famillepeuvent être présents au sein d’un même génome. Or, cette information n’est pas di-rectement conservée dans le graphe, ce qui empêche de déterminer les relations devoisinage sans une analyse approfondie des génomes.
Ainsi, bien que la méthode actuelle soit bien adaptée à la recherche de contextesclairement définis et à des paramètres de transitivité modérés, son extension à la dé-tection de systèmes complexes, notamment dans le cadre de PANORAMA, soulève déjàdes défis méthodologiques. Des améliorations techniques sont envisageables, notam-ment la parallélisation du parcours du pangénome afin d’accélérer l’exécution de l’al-gorithme. Une autre approche consisterait à revoir l’étiquetage du pangénome poury intégrer directement les informations nécessaires à la reconstruction du contexte,évitant ainsi un retour systématique aux données génomiques.

2.1.2 . PANORAMA et prédiction des systèmes

La prédiction des systèmes biologiques dans PANORAMA peut être divisée en 3étapes : annotation fonctionnelle des familles de gènes, recherche de contextes gé-nomiques et identification des systèmes dans le contexte.
L’étape d’annotation consiste à aligner une base de données HMM contre les sé-quences des familles de gènes. Cette étape est efficace et repose sur un outil externe :pyHMMER, laissant peu de place à des améliorations dans PANORAMA. Toutefois, onpeut noter que les autres outils utilisent des seuils, comme la e-value, pour filtrer lesrésultats d’alignement. En utilisant le pangénome, le nombre de séquences par rapportà un génome peut fortement varier, ce qui modifie la e-value. Nous avons pu expéri-menter dans notre benchmark des différences dans l’annotation entre les gènes et lesfamilles de gènes à cause de tels seuils. Une amélioration possible serait de remplacerces seuils par un critère d’alignement qui ne dépendent pas de la taille de la base dedonnées.
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Concernant la recherche de contextes génomiques et l’identification de systèmes,nous en avons déjà discuté précédemment dans le cadre de PPanGGOLiN. Toutefois,il convient d’ajouter que l’algorithme a été conçu pour être exhaustif, retournant ainsitous les systèmes possibles. Pour améliorer son efficacité, nous pourrions envisagerune réécriture de l’algorithme en intégrant desméthodes heuristiques. J’avais d’ailleurscommencé à développer des fonctions basées sur des algorithmes gloutons et hon-grois, afind’optimiser l’exécutionde certaines parties du code jugées relativement lentes.En particulier, pour rechercher les systèmes rares dans les génomes, nous nous ap-puyons sur une approche combinatoire permettant d’identifier les systèmes potentiel-lement existants. Toutefois, lorsqu’elles ont été appliquées aux bases de données desystèmes de défense aux phages, ces optimisations n’ont pas significativement réduitles temps de calcul. De plus, une partie des systèmes n’était plus correctement prédite,suggérant un compromis entre rapidité et exhaustivité à explorer davantage.
Un autre point qui mériterait d’être exploré concerne la multiplication des résul-tats pour un même ensemble de familles. Il peut arriver que certains modèles soientproches en termes de composition et de paramètres, comme c’est le cas des systèmesde restriction-modification ou des systèmes CBASS. Avec PANORAMA, il est possible deprédire, pour un même ensemble de familles de gènes, plusieurs systèmes apparte-nant à la même catégorie ou non. Dans ce cas, les fichiers de sortie contiennent l’en-semble des systèmes détectés. Dans la version 2 de MacSyFinder, un calcul de score aété introduit pour pallier ce problème. Ce score repose sur la composition du systèmedans le génome (Néron et al., 2023). Ainsi, dans MacSyFinder (sauf indication contraire),un gène ne peut appartenir qu’à un seul système, et celui ayant le meilleur score estsélectionné. À l’échelle du pangénome, un tel score pourrait toutefois s’avérer trop res-trictif dans PANORAMA. Néanmoins, l’intégration d’un score fournirait une indicationsupplémentaire et permettrait, entre deux systèmes de la même catégorie, de filtrerles résultats et de limiter le nombre de prédictions. Si un tel score devait être mis enplace, il devrait reposer sur la composition en familles du système (comme dans Mac-SyFinder), mais aussi prendre en compte la partition des familles. De cette manière, enajustant des bonus et pénalités liés aux partitions, il serait possible de favoriser la pré-diction des systèmes présents dans les parties variables ou conservées du pangénome.

2.2 . Perspectives et projets autour de la pangénomique

Lors de ma thèse, j’ai pu participer et discuter de plusieurs projets autour de lapangénomique.
Le premier projet auquel j’ai participé est PanGBanK. Son objectif est de constituerune base de données regroupant, pour chaque espèce, un pangénome construit avecPPanGGOLiN. De plus, cette base de données sera accessible en ligne, et desmétriquesainsi que des analyses pangénomiques seront disponibles pour chaque pangénome.Une telle base constitue aujourd’hui un atout majeur pour l’ensemble des développe-ments réalisés au cours de cette thèse, en particulier pour PANORAMA et la comparai-son des pangénomes.
Parmi les autres projets auxquels j’ai pu contribuer, BlueRemediomics s’intéresse,entre autres, à la caractérisation des enzymes et des voies de biodégradation des filtresUV, ainsi qu’à la biosynthèse des exopolysaccharides (EPS) dans les bactéries marines.Mon implication a porté sur les EPS, en participant aux discussions sur l’utilisation desmodèles et la recherche de systèmes dans les pangénomes. Au LABGeM, Jean Mainguy
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travaille sur la définition de ces modèles. Une fois finalisés, ils permettront notammentde détecter les voies de biosynthèse des EPS dans les pangénomes, mais aussi de réa-liser des analyses comparatives sur les systèmes identifiés.
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3 - Perspectives sur la pangénomique et la génomique
comparée

Au cours dema thèse, j’ai développé et éprouvé desméthodes d’analyse appliquéesà des jeux de données de grande envergure, en m’appuyant sur les relations phylogé-nétiques entre les génomes afin de construire des ensembles de données au niveau del’espèce. L’objectif principal de cette approche est la constitution de familles de gènesprésentant une similarité suffisante pour être considérées comme homologues, garan-tissant ainsi une certaine homogénéité fonctionnelle au sein de ces familles. Ce postulatest largement utilisé dans la construction des pangénomes, qu’ils soient basés sur desséquences génomiques ou sur des familles de gènes homologues. L’essor des étudespangénomiques a permis d’étendre considérablement notre compréhension de la di-versité intra-espèce, et une majorité des travaux actuels se concentrent sur l’analysedu pangénome à l’échelle d’une espèce.
Bien que le concept de pangénome ait été initialement appliqué à l’étude d’une es-pèce donnée, son intérêt réside dans la prise en compte et l’analyse de la diversité gé-nomique à une échelle plus large. Cependant, peu d’études se sont jusqu’ici orientéesvers une analyse pangénomique au niveau du genre, une approche pourtant promet-teuse pour mieux comprendre l’évolution des génomes. Des travaux récents, tels queceux de Jonkheer et al. (Jonkheer et al., 2021), ont exploré cette voie en construisantet en analysant le pangénome du genre Pectobacterium à partir de 197 génomes ré-partis en 19 espèces, en utilisant l’outil PanTools (Sheikhizadeh et al., 2016). PanToolsprésente l’avantage d’estimer de manière optimisée les paramètres de constructiondes familles de gènes homologues, permettant ainsi une analyse pangénomique plusrobuste à l’échelle du genre. L’extension de ces approches constituerait une avancéemajeure dans notre compréhension des dynamiques évolutives et fonctionnelles desgénomes bactériens.
Un autre domaine prometteur concerne l’étude du pangénome de communautésmicrobiennes et son application enmétagénomique. L’analyse pangénomique dans uncontexte métagénomique permettrait d’obtenir une vision plus intégrative des interac-tions entre les espèces d’unmême environnement, d’identifier des fonctions partagéeset d’améliorer notre compréhension des dynamiques écologiques des génomes pré-sents. En particulier, cette approche pourrait révéler des adaptations fonctionnellesclés ainsi que des éléments de co-évolution entre les espèces d’une même niche écolo-gique. Par ailleurs, la métapangénomique ouvre des perspectives pour une meilleurecaractérisation des microbiotes complexes, notamment en santé humaine, en agrono-mie et en écologie environnementale (Delmont et Eren, 2018)).
Les progrès et la démocratisation desméthodes d’apprentissage automatiquepour-raient largement contribuer à l’étude des pangénomes. Les algorithmes de machine

learning permettent d’extraire desmotifs complexes, de prédire des fonctions géniqueset d’identifier des relations inédites entre génomes au sein d’un pangénome (Kavvas
et al., 2018). Par exemple, les modèles d’apprentissage profond peuvent être exploitéspour classifier les gènes en fonction de leurs rôles biologiques, tandis que les approchesde clustering non supervisé permettent de révéler des familles de gènes selon des cri-tères encore inexplorés. Ces avancées méthodologiques ouvrent ainsi la voie à unecompréhension plus fine de l’organisation et de la fonction des génomes microbiens.
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La pangénomique demeure un domaine de recherche relativement récent, offrantencore de nombreuses perspectives d’amélioration pour affiner notre compréhensionde la diversité et de l’évolution des génomes. Nous assistons aujourd’hui à une nou-velle étape dans le développement des méthodes pangénomiques. La première phasea été marquée par la définition et la construction des pangénomes, avec des outilscomme PPanGGOLiN. La seconde s’est concentrée sur leur analyse et leur exploration,illustrée par des approches comme panRGP et panModule. Désormais, nous entronsdans une troisième phase, caractérisée par l’émergence de nouvelles méthodologies :la construction de pangénomes à des rangs taxonomiques plus élevés, l’essor de lamé-tapangénomique, l’intégration de l’intelligence artificielle et, enfin, le développementde nouvelles approches comparatives, comme PANORAMA. Ces avancées méthodo-logiques permettront une meilleure appréhension de la dynamique évolutive des gé-nomes et de leur rôle dans l’adaptation métabolique des organismes.
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PANORAMA: comparative pangenomics tools to 

explore interspecies diversity of microbial genomes
Jérôme Arnoux, Laura Bry, Quentin Fernandez De Grado, David Vallenet, Alexandra Calteau

LABGeM, Génomique Métabolique, Genoscope, Institut François Jacob, CEA, CNRS, Univ Evry, Université Paris-Saclay, Evry, France

OUTLINE
PPanGGOLiN

PANORAMA is an open-source bioinformatics toolbox, including new methodological developments for the comparative study of 

pangenomes. It benefits from methods for the reconstruction and analysis of pangenome graphs, thanks to the 

PPanGGOLiN1 software suite. PANORAMA integrates multiple features, such as the possibility to compare genomic context 

between pangenomes or the annotation of biological systems at the pangenome level.

PANORAMA allows comparative analysis of pangenomes using thousands of genomes. The software is developped in python 

and can be install with conda. It generates many tables and graphical outputs, some of them being compatible with external 

bioinformatic tools.

PANORAMA aims to help microbiologists understand the adaptive potential of bacteria and, through the exploration of functional 
modules in different species, to better understand the evolutionary dynamics behind the metabolic diversity of microorganisms.
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Model structure in 

JSON grammarPANORAMA models biological systems based on rules which 

describes gene family presence/absence and synteny conservation, 

similarly to MacSyFinder4.
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PANORAMA allows  the identification of conserved GCs 

between pangenomes. Comparisons are based on grouping 

pangenome families and computing common connected components. 

A conservation score is calculated for each pair of GCs to obtain those 

that are common and may correspond to pathways or cellular processes 
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Titre : Méthodes d’analyse comparée des pangénomes procaryotes : explorer la diversité génomiqueinter-espèces pour une meilleure compréhension du métabolisme
Mots clés : Bioinformatique, Microbiologie environnementale, Pangénomique, Dynamique des génomes,Îlot génomique, Systèmes de défense aux phages
Résumé : L’essor des projets de séquençage a gé-néré plus d’un million de génomes procaryotesdans les bases publiques, nécessitant de nouvellesapproches pour analyser cette masse de données.La suite logicielle PPanGGOLiN a été développéepour structurer ces informations sous forme degraphes de pangénome, permettant de compres-ser les données tout en conservant l’informationde colocalisation des gènes. Elle intègre égalementdes méthodes d’analyse de pangénome, panRGP,qui identifie les régions de plasticité génomique,et panModule, qui caractérise ces régions variablesen sous-modules fonctionnels. Malgré ces avan-cées, aucune méthode ne permettait de compa-rer des pangénomes. Les travaux de cette thèseont consisté à développer de nouvelles approchespour combler cette lacune. Tout d’abord, PPanG-GOLiN a été enrichie par l’intégration de nouvellesméthodes, comme la recherche de contextes gé-nomiques, et par une amélioration de son en-vironnement logiciel. Ensuite, la méthode PANO-RAMA, qui se base sur les graphes de PPanGGO-LiN, a été conçue pour annoter des systèmes ma-

cromoléculaires, en combinant des critères de pré-sence/absence de fonctions et de colocalisation gé-nomique, et pour comparer des pangénomes. Ap-pliqué aux systèmes de défense bactériens contreles phages, PANORAMA a permis d’identifier dessystèmes et des sites d’insertions conservés entredifférentes espèces. Finalement, un premier proto-type de base de données orientée graphe a été dé-veloppépour intégrer les données de plusieurs pan-génomes afin d’exploiter aumieux leur information.Cette approche a permis d’analyser et de compa-rer des milliers de génomes bactériens et d’iden-tifier des modules d’antibiorésistance communs àplusieurs espèces, mettant en lumière des méca-nismes évolutifs partagés. Ces travaux ouvrent lavoie à la pangénomique comparée, offrant un cadreinédit pour explorer le potentiel adaptatif des pro-caryotes etmieux comprendre leur dynamique évo-lutive. En facilitant la comparaison des pangénomeset l’identification de contextes génomiques conser-vés, ces développements contribuent à l’étude desinteractions entre bactéries et à la caractérisationde systèmes biologiques d’intérêt.
Title : Methods for comparative analysis of prokaryotic pangenomes : exploring interspecies genomicdiversity for a better understanding of metabolism
Keywords : Bioinformatics, Environmental microbiology, Pangenomics, Genome dynamics, Genomic is-land, Phage defense systems
Abstract : The boom in sequencing projects has ge-nerated over a million prokaryotic genomes in pu-blic databases, requiring new approaches to ana-lyze this mass of data. The PPanGGOLiN softwaresuite has been developed to structure this infor-mation in the form of pangenome graphs, enablingdata compression while preserving gene colocaliza-tion information. It also integrates pangenome ana-lysis methods : panRGP, which identifies regions ofgenomic plasticity, and panModule, which characte-rizes these variable regions into functional submo-dules. Despite these advances, there was no me-thod for comparing pangenomes. The aim of thisthesis was to develop new approaches to fill thisgap. Firstly, PPanGGOLiN was enriched by integra-ting newmethods, such as genomic context search,and by improving its software environment. Se-condly, the PANORAMA method, based on PPanG-GOLiN graphs, has been designed to annotate ma-cromolecular systems, combining criteria of pre-sence/absence of functions and genomic colocali-

zation, and to compare pangenomes. Applied tobacterial phage defense systems, PANORAMA iden-tified systems and insertion sites conserved bet-ween different species. Finally, a first prototype ofa graph-oriented database was developed to inte-grate data from several pangenomes in order tomake the most of their information. This approachhas made it possible to analyze and compare thou-sands of bacterial genomes, and to identify anti-biotic resistance modules common to several spe-cies, highlighting shared evolutionary mechanisms.This work paves the way for comparative pange-nomics, offering a novel framework for exploringthe adaptive potential of prokaryotes and better un-derstanding their evolutionary dynamics. By facilita-ting the comparison of pangenomes and the iden-tification of conserved genomic contexts, these de-velopments contribute to the study of interactionsbetween bacteria and the characterization of biolo-gical systems of interest.
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