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Introduction

Les organismes génétiquement modifiés (OGM) sont un sujet de société in-
épuisable et polémique. Les OGM sont par définition des organismes dont le
matériel génétique a été modifié d’une manière qui n’est pas naturelle. La sélec-
tion d’organismes parmi un grand nombre de variants n’est pas considérée comme
un processus de génération d’OGM, même si le résultat pourrait présenter de très
fortes similitudes avec une insertion non naturelle. Un OGM est constitué de trois
parties principales : le génome hôte, une ou plusieurs séquences insérées, nom-
mées inserts, et les séquences de jonction issues des plasmides et autres éléments
utilisés pour la transgénèse (incorporation d’un ou plusieurs gènes dans le génome
d’un organisme vivant) (Figure 1). Ces séquences de jonctions ont la particularité
de présenter une partie de séquence appartenant au génome hôte et une partie
de séquence appartenant à l’insert. L’insert est constitué dans la majorité des cas
d’au moins une séquence codante (CDS) d’un gène, pour exprimer une spécifi-
cité non présente dans le génome hôte. L’insert représente une infime partie du
génome OGM.

Figure 1 – Construction d’un OGM.

De nombreuses sociétés en biotechnologie ont développé des semences OGM
dans le but de rendre les cultures résistantes à certaines maladies ou d’accélérer
leur croissance pour augmenter leur rendement. La lignée de maïs OGM MON810
créée et vendue par la société américaine Monsanto donne des semences OGM qui
contiennent un gène nommé Cry1Ab appartenant à la bactérie Bacillus thurin-
gensis. Ce gène permet au maïs de produire une protéine insecticide lui conférant
une résistance à certains insectes ravageurs comme la Noctuelle (Sesamia nona-
grioides) et la Pyrale du maïs (Ostrinia nubilalis). De nombreuses études ont
été menées sur cette lignée de maïs OGM, la teneur de la protéine codée par le
gène inséré Cry3Bb1 dans le maïs MON81017 au cours de sa vie a ainsi pu être
déterminée [1] mais aussi les effets potentiels de ces cultures dans les sols exposés
sur les organismes non ciblés tels que le nématode Caenorhabditis elegans [2, 3].

Plus récemment, en 2016, l’entreprise AquaBounty Technologies a obtenu une
autorisation de commercialisation au Canada pour son saumon atlantique géné-
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tiquement modifié, devenant ainsi le premier poisson OGM commercialisé à des
fins alimentaires. D’après l’entreprise, ce saumon intègre deux gènes provenant
d’un autre poisson, le saumon Chinook lui conférant une capacité de croissance
deux fois plus importante qu’un saumon sauvage. En Amérique, la FDA (Food
and Drug Administration) a qualifié le saumon AquAdvantage comme aussi sûr
à manger que tout autre saumon de l’Atlantique non génétiquement modifié et
aussi nutritif [4].

Alors que les États-Unis autorisent la culture des OGM, les politiques d’au-
torisation et de restriction des OGM diffèrent en fonction des pays bien que de
nombreuses études aient été réalisées sur le sujet pour déterminer les avantages
et les inconvénients à leurs cultures. En Europe, leur utilisation est encadrée et
contrôlée. Les OGM sont ainsi autorisés à l’importation en Europe. La majo-
rité des OGM importés est utilisée pour l’alimentation animale. En France, leur
culture est totalement interdite. De nouvelles méthodes d’édition du génome, uti-
lisant les mécanismes de réparation de l’ADN tel que la technique CRISPR-CAS9
ont été créées. Pour ces méthodes, la modification génétique n’est pas directement
introduite par une entité extérieure mais les mécanismes de réparation de l’ADN
sont détournés pour induire des modifications dans le génome. Ces organismes
sont considérés comme OGM d’après la législation Européenne. Il est possible
d’inactiver un gène, d’introduire une mutation ciblée ou de corriger une mutation
particulière dans un génome à l’aide de ces nouvelles techniques.

Des méthodes de détection sont facilement développées sur des OGM connus,
lorsque la séquence d’insert est connue. Il s’agit souvent d’un pré-requis à leur
autorisation, donc leur utilisation légale. Des méthodes de détection par bio-
logie moléculaire sont donc répertoriées dans des bases de données spécifiques
comme GMO-Methods développée par le Joint Research Centre (JRC) qui est le
laboratoire de référence Européen sur les OGM. Des méthodes bioinformatiques
fortement basées sur des alignements directs ont été développées pour détecter
des OGM partiellement connus. Une partie de leur séquence insérée étant connue,
il est possible de détecter les séquences de jonctions de l’insert dans le génome
OGM [5]. Cependant, un OGM correspondant à l’intégration d’ADN exogène in-
connu, donc non répertoriée dans les bases de données, n’aura pas de méthode de
détection rapide dédiée. Aucune indication sur la localisation ou la nature du gène
inséré à l’origine de l’OGM n’est précisée. Les méthodes de biologie moléculaire
sont donc impuissantes face à des OGM présentant des séquences non définies.
Actuellement, aucune méthode ou outil n’est disponible pour identifier de tels
OGM. Comment détecter et identifier de tels OGM?

Cette thèse aborde cette problématique en proposant une solution bioinforma-
tique disponible pour détecter des bactéries génétiquement modifiées à partir de
données de séquençage haut débit. Le séquençage permet de lire l’information gé-
nomique, l’ADN ou l’ARN, contenue dans les cellules d’un échantillon biologique.
Avec le développement de nouvelles technologies de séquençage comme Illumina,
des génomes entiers peuvent être séquencés. Les données fournies par séquençage
haut débit regroupent des millions, voire des milliards de courtes séquences nu-
cléotidiques. A partir de ces courtes séquences, un génome peut être assemblé
et annoté. L’annotation du génome fournit des CDS sur lesquels la méthode de
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détection des OGM inconnus va s’appuyer. Ainsi, cette nouvelle méthode de dé-
tection repose sur la caractérisation de chacun des CDS en recherchant des suites
de nucléotides, nommées motifs exceptionnels, propres à chaque espèce dans le
but de caractériser le génome hôte et distinguer un potentiel OGM. Les CDS
présentant des différences d’utilisation de ces motifs dans leur séquence nucléoti-
dique seront identifiés comme séquences insérées, non apparentées à cette espèce.
Des méthodes statistiques utilisant des motifs existent pour déchiffrer des fonc-
tions biologiques [6], détecter un transfert horizontal de gènes [7] ou identifier des
séquences d’origine virale [8]. Cependant, aucune application utilisant ces types
de propriétés n’a été utilisée jusqu’à présent dans le cadre de la détection des
OGM. Cette méthode de détection des OGM inconnus propose une réponse et
permet de combler un manque. De plus, notre outil exploite la différence d’utilisa-
tion des nucléotides entre deux séquences, une propriété biologique présente chez
les génomes possédant une modification quelconque incluant les OGM. Toutes
les séquences nucléotidiques géniques présentant des motifs s’éloignant de ceux
du génome hôte peuvent donc être détectées. Les gènes tronqués, fusionnés ou
fortement mutés peuvent donc être identifiés.

Pour distinguer les CDS OGM des CDS sauvages, nous avons choisi de dé-
velopper un modèle de prédiction. Ce modèle fait appel à l’apprentissage auto-
matique ou machine learning. Ce choix a été motivé par les récentes avancées en
terme d’algorithme et de méthodes d’apprentissage automatique dont les résul-
tats modélisent bien la réalité. De nombreux domaines d’application utilisent des
méthodes de machine learning, comme par exemple la génétique et la génomique
[9] pour améliorer l’évaluation des risques microbiens et ainsi prédire le risque de
maladie à l’aide de données de séquençage de nouvelle génération [10]. Le machine
learning peut aussi être utilisé pour la prédiction de gènes synthétiques ou na-
turels [11]. L’utilisation de modèles de prédiction est aussi présent dans d’autres
domaines d’application comme la finance, pour l’arbitrage financier sur un vaste
marché [12] ou encore la musique avec la création d’un algorithme de recherche
audio inclus dans Shazam [13]. Cependant, aucune application n’a, à ce jour, été
utilisée dans le contexte de la détection d’OGM.

Dans un premier temps, la méthode proposée dans le cadre de cette thèse
va nettoyer et trier les données de séquençage haut débit du génome bactérien
potentiellement génétiquement modifié (GM). Les données de séquençage vont
être nettoyées puis assemblées et annotées pour obtenir les CDS présents dans le
génome. L’assemblage permet de reconstituer la séquence génomique qui a permis
de produire les données de séquençage. L’annotation a pour vocation de traduire
la séquence du génome en CDS, seules les parties qui seront traduites en protéines
dans le génome sont conservées. Ces différentes étapes sont très fréquentes en
analyse bioinformatique de données de séquençage. L’objectif est de trier les CDS
du génome analysé obtenus après l’annotation selon deux catégories : les CDS
apparentés au génome hôte et les CDS potentiellement inserts OGM. Plusieurs
alignements, utilisant notamment le génome de référence de l’espèce à analyser,
seront utilisés pour effectuer ce tri.

Dans un second temps, pour apprendre à différencier les CDS présents dans
notre échantillon, le modèle de prédiction a besoin de jeux de données connus ap-
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partenant à ces deux catégories : OGM et non OGM. Dans ce but, la littérature
a été compilée pour constituer un jeu de données de CDS OGM. Les CDS non
OGM utilisés comme données connues sont les CDS sauvages apparentés au gé-
nome de l’échantillon analysé. En effet, l’utilisation de ces CDS sauvages permet
de bien caractériser ses propriétés géniques, contrairement aux CDS d’un génome
proche comme le génome de référence de l’espèce associée qui ne parviennent pas
à les approcher. La qualité des données présentes dans ce second jeu est primor-
diale pour ne pas induire des erreurs dans les résultats. En effet, si un CDS n’est
pas correctement catégorisé, le modèle de prédiction ne pourra pas correctement
s’entraîner, ce qui engendrera des erreurs dans les prédictions finales.

Ce travail est à l’interface de plusieurs domaines scientifiques. La biologie est
nécessaire pour comprendre et déterminer les propriétés génétiques qui diffèrent
entre un génome génétiquement modifié et un génome hôte. Le traitement des
données de séquençage haut débit et l’implémentation de la méthode font appel à
l’informatique. Les statistiques de motifs et l’analyse combinatoire s’entrecroisent
pour identifier et rechercher des motifs exceptionnels dans les séquences nucléoti-
diques. De plus, elles sont aussi utilisées pour quantifier les différences de motifs
présents au sein des gènes d’un génome potentiellement génétiquement modifié.
Enfin, l’apprentissage automatique ou machine learning établit les critères de
cette différence et identifie les séquences insérées.

Ce manuscrit est construit en 8 chapitres permettant de décrire les différentes
stratégies mises en place et testées pour obtenir un outil de détection fonctionnel
à partir de données de séquençage haut débit d’un génome bactérien pur poten-
tiellement génétiquement modifié. Le chapitre 1 décrit l’état de l’art et le contexte
avec les différentes méthodes de création et de détection des OGM. Le chapitre 2
présente les supports mis en place nécessaires à la détection des OGM. Les cha-
pitres 3 et 5 décrivent les méthodes permettant de caractériser et de comparer les
CDS. Les différents jeux de données OGM et non OGM nécessaires à l’application
de ces méthodes sont présentés dans le chapitre 4. Un modèle de prédiction des
CDS potentiellement OGM est proposé dans le chapitre 6. Le chapitre 7 énonce
les résultats obtenus avec notre outil sur plusieurs jeux de données de séquençage
haut débit de génomes bactériens OGM ou sauvages. Enfin, le chapitre 8 tire les
conclusions et perspectives de ce travail.

*
* *

Conformément à la politique de l’Anses, cette thèse a été menée sous assu-
rance qualité. Un plan de management de la qualité a été écrit et appliqué en
s’appuyant sur les normes ISO 10006 « Système de management de la qualité –
Lignes directrices pour le management de la qualité dans les projets » pour la
mise en œuvre (Annexe A). Les comptes rendus des deux audits qualité réalisés
sont présents à la fin de l’Annexe A. Ce plan a permis de formaliser le processus
d’organisation des travaux de thèse avec pour objectifs d’assurer la qualité du
résultat final et d’obtenir la garantie par un tiers de la fiabilité et de l’intégrité
des résultats de recherche.
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*
* *

Au cours de cette thèse, un séjour de 4 mois au sein du Joint Research Centre
(JRC), laboratoire de référence Européen pour les OGM à Ispra en Italie a été
réalisé. Ce séjour s’inscrit dans le parcours de l’école de recherche internationale
d’Agreenium (EIR-A) qui vise à améliorer l’employabilité des doctorants par une
ouverture à l’international et à les sensibiliser aux grands enjeux de société.

*
* *

Un glossaire regroupant les définitions du manuscrit est proposé à la page 215.
Lors de leur première apparition les mots présents dans le glossaire sont suivis
par un astérisque *.
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Chapitre 1

Contexte de la détection des OGM

Sommaire
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1.3 Réglementation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

1.4 Méthodes de détection . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

1.4.1 OGM connus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

1.4.2 OGM partiellement connus . . . . . . . . . . . . . . . 13

1.4.3 Base de données OGM connus . . . . . . . . . . . . . . 15

1.5 Conclusion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16

Ce chapitre présente le contexte de travail concernant la détection des OGM.
Il définit les OGM, au cœur de ce sujet, détaille leur fabrication ainsi que la
réglementation. Plusieurs méthodes de détection des OGM, lorsque la séquence
insérée est connue ou partiellement connue, sont présentées.

1.1 Définition

Depuis 2001, la Commission Européenne définit un organisme génétiquement
modifié comme un être vivant dont le matériel génétique a été modifié d’une ma-
nière qui n’est pas naturelle, donc en dehors des processus d’accouplement et/ou
de recombinaison naturelle [14]. Cette modification est réalisée artificiellement
par la main de l’homme pour atteindre un but défini. Le génome hôte correspond
au génome sauvage, original, auquel une modification génétique est apportée pour
construire un OGM. En 1972, Jackson et ses collaborateurs [15] ont développé
un virus simien 40 (SV40), où un segment de l’acide désoxyribonucléique (ADN)
contenant des gènes de phage lambda et l’opéron galactose de Escherichia coli
ont été insérés : le premier OGM est ainsi créé. De nombreuses bactéries sont par
la suite modifiées génétiquement, comme dans le cas de la bactérie E. coli dans
laquelle un gène humain a été inséré dans le but de produire l’insuline humaine
en 1979 [16].
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1.2 Fabrication

Pour créer un OGM, différentes techniques de transfert de gènes ont été mises
au point. Deux types de transferts peuvent être distingués : les transferts directs
et indirects. Les transferts directs utilisent des moyens physiques ou chimiques
pour forcer la pénétration de l’ADN dans les tissus ou cellules végétales tandis que
les transferts indirects sont réalisés via un organisme transporteur comme avec
la bactérie A. tumefaciens ou l’utilisation de plasmides lors d’une conjugaison
bactérienne. En se focalisant sur les OGM de plantes, trois procédés différents
permettant de créer un OGM vont être présentés : le transfert de gènes via la
bactérie A. tumefaciens, la biolistique et l’édition de génome.

Figure 2 – Étapes de la fabrication d’un OGM de plante en utilisant la bactérie
A. tumefaciens [17].

Grâce à la découverte des propriétés de bactéries telluriques phytopathogènes
comme Agrobacterium tumefaciens, une méthode de transfert de gènes a été dé-
veloppée. La bactérie A. tumefaciens est capable de transférer une partie de son
ADN dans le génome d’un végétal, pouvant ainsi servir de transporteur pour un
gène d’intérêt [18, 19, 20]. Cette technique a permis de créer le premier OGM de
plante en 1983, un tabac transgénique. Ce tabac peut se régénérer en plant sain
après l’introduction de souches bactériennes produisant des tumeurs atténuées de
la galle du collet [21]. La cellule de la bactérie A. tumefaciens est composée d’un
chromosome et d’un plasmide inducteur de tumeur, le plasmide Ti. Cette mé-
thode consiste à isoler ce plasmide Ti de la cellule de A. tumefaciens. Ensuite, la
partie qui peut être transférée, nommée ADN-T, est coupée à l’aide d’une enzyme
de restriction. Cette même enzyme de restriction est utilisée pour couper l’ADN
étranger présentant le gène d’intérêt. Cet ADN étranger est ensuite inséré dans
l’ADN-T de la bactérie A. tumefaciens. Le plasmide Ti modifié est replacé dans
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1.2 Fabrication

la cellule de la bactérie A. tumefaciens. La bactérie transportant le gène d’in-
térêt insère l’ADN-T modifié dans le génome de la cellule végétale. Enfin, cette
dernière est cultivée dans le but de donner naissance à de nouvelles plantes possé-
dant l’ADN étranger (Figure 2). La transformation par A. tumefaciens a aussi été
réalisée sur des plantes cultivées comme le maïs [22]. Récemment, une quatrième
version d’un super Agrobacterium a été développée dans le but de palier à des
taux de transferts de gène et de transformation stable nettement inférieurs chez
certaines plantes [23].

Une autre technique permettant de créer un OGM se nomme la biolistique.
Elle fait partie des méthodes de transfert direct. Cette technique consiste à pro-
pulser des projectiles microscopiques (billes d’or ou de tungstène) enrobés d’ADN
à l’aide d’un canon à particules sur des cellules végétales. L’appareil est constitué
d’une chambre reliée à une sortie pour créer un vide (Figure 3). Au sommet, un
tube est temporairement isolé du reste de la chambre par un disque de rupture.
Ce tube est utilisé pour contenir un gaz accélérateur. Un microsupport contenant
des particules de tungstène recouvertes d’ADN, nommé microprojectiles, est placé
à proximité du disque de rupture. Ensuite, un écran d’arrêt est placé entre les
cellules cibles et le microsupport. Lorsque l’appareil fonctionne, de l’hélium ga-
zeux est introduit dans le tube à grande vitesse. La pression à l’intérieur du tube
étant importante, le disque de rupture se rompt propulsant ainsi les microprojec-
tiles recouverts d’ADN contenus sur le microsupport grâce aux ondes de chocs
de l’hélium. Les microprojectiles passent à travers l’écran d’arrêt pour délivrer
l’ADN dans les cellules cibles. Les cellules transformées sont régénérées sur un
milieu nutritif.

Figure 3 – Représentation de la création d’un OGM à l’aide de la méthode
biolistique [24].

Cette technique est particulièrement adaptée aux plantes comme le riz, le blé
ou le maïs qui se régénèrent difficilement et ne réagissent pas suffisamment au
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transfert de gènes par A. tumefaciens. Cependant, elle entraîne la formation de
chimères* et nécessite donc d’attendre la génération suivante pour sélectionner
les descendants transformés. L’inconvénient de cette méthode, comparée à l’uti-
lisation de A. tumefaciens, est qu’elle peut entraîner l’insertion de nombreuses
copies du gène d’intérêt au niveau de plusieurs sites d’insertion dans le génome.
Ces copies multiples peuvent inhiber l’expression du transgène dans la descen-
dance [25].

De nouvelles techniques de sélection végétale sont récemment apparues sous
l’appellation New Plant Breeding Techniques (NPBT). Parmi ces dernières, les
techniques d’édition du génome peuvent produire différents types d’effets : l’inac-
tivation, la modification ou l’insertion d’un gène. L’édition du génome permet de
modifier de manière précise et ciblée la séquence génomique d’un organisme. Cette
méthode est facile à mettre en place et applicable à tout type d’organisme : bac-
téries, plantes, animaux. Une ou plusieurs parties d’ADN d’un génome peuvent
ainsi être insérées, modifiées ou supprimées. Pour cela, l’édition génomique fait
appel à différents types de ciseaux moléculaires correspondant à des enzymes de
restriction appelées nucléases : les méganucléases, les nucléases à doigt de zinc
(ZFNs), les nucléases effectrices de type activateur de transcription (TALENs) et
le système CRISPR-Cas9. Lorsque ces nucléases vont couper l’ADN, les cellules
ciblées utilisent des mécanismes de réparation de l’ADN. Le principe de l’édi-
tion du génome est basé sur l’utilisation de ces mécanismes de réparation pour
introduire des modifications dans le génome (Figure 4). Certaines modifications
ne nécessitent pas l’insertion d’un gène exogène dans un autre organisme pour
créer un OGM, notamment lorsqu’une méthodologie telle que CRISPR-Cas9 est
utilisée [26].

Figure 4 – Schéma présentant la technique d’édition du génome à l’aide d’une
nucléase [27].

Récemment, Anzalone et al. [28] ont développé une technique d’édition du
génome permettant de rechercher et de remplacer des variants génétiques sans
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couper l’ADN double brin ou d’utiliser un ADN donneur. En effet, cette mé-
thode utilise une endonucléase Cas9 catalytiquement altérée, fusionnée avec une
transcriptase inverse modifiée et programmée avec un ARN guide pour écrire
directement de nouvelles informations génétiques dans un site d’ADN spécifique.

1.3 Réglementation

La Communauté Européenne a adopté une politique très restrictive vis-à-
vis de la diffusion et de l’utilisation des OGM. En effet, la législation Européenne
exige que la présence d’OGM dans les produits alimentaires soit signalée lorsqu’ils
représentent plus de 0,9% des ingrédients [29]. Ce règlement implique que tous les
OGM ou produits dérivés d’OGM soient déclarés aux autorités Européennes. Les
modifications de leurs séquences nucléotidiques doivent être enregistrées dans
des bases de données appropriées et une méthode de détection basée sur des
techniques moléculaires standards (par exemple, de type PCR) doit être fournie.
Cependant, même si ces mesures existent, seuls les OGM connus sont aisément
détectables. Un OGM inconnu est un organisme non documenté dont la séquence
d’insert est inconnue.

Les OGM créés à l’aide de la méthode CRISPR-CAS9 par exemple, quand ils
ne présentent pas d’insertion d’un gène exogène et donc ne peuvent pas être dé-
tectés, soulèvent la nécessité de la redéfinition d’un OGM comme cela est discuté
par Eriksson et al. [30]. L’une des principales raisons de cette redéfinition est la
détectabilité d’un OGM et donc l’applicabilité des lois concernant les conditions
de mise sur le marché des OGM. Plusieurs projets sont présentés pour illustrer
et appuyer cette demande de redéfinition, notamment le projet français GENIUS
(Genome ENgineering Improvement for Useful plants of a Sustainable agricul-
ture) mis en place par l’INRAE en collaboration avec plusieurs laboratoires pri-
vés et publics. Ce projet, d’une durée de 7 ans, a eu pour but d’utiliser l’édition
génomique chez différentes espèces de végétaux en vue d’apporter des solutions
à la résistance aux maladies, d’améliorer la tolérance à la salinité, de favoriser
la précocité de la floraison, de modifier l’architecture de la plante ou encore sa
reproduction, privilégiant des traits d’intérêt pour une agriculture plus durable
[31].

1.4 Méthodes de détection

1.4.1 OGM connus

La séquence insérée dans le génome hôte représente une infime partie de la
totalité du génome considéré. Pour détecter les OGM connus, plusieurs stratégies
existent, classées selon deux catégories : les méthodes s’appuyant sur la détec-
tion de protéines et celles s’appuyant sur la détection d’ADN [32]. La méthode
de détection des OGM la plus utilisée actuellement est la réaction en chaîne
par polymérase en temps réel (qPCR). Elle appartient aux méthodes basées sur
l’ADN qui sont généralement favorisées de part leur plus grande sensibilité et leur
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quantification plus précise. Le principe de la méthode qPCR est de dupliquer un
nombre important de séquences d’ADN connues (amplicons) à partir d’une faible
quantité de matériel génétique et de mesurer la quantité d’ADN initiale. Elle peut
ainsi déterminer le nombre de copies de transgène dès lors que la séquence re-
cherchée est connue [33]. Cependant, la méthode qPCR est généralement limitée
à l’amplification d’un seul amplicon. La méthode qPCR multiplexe a donc été
développée pour amplifier plusieurs amplicons en même temps. Un nouveau type
de PCR nommée PCR digitale (dPCR) permet une quantification absolue. La
méthode dPCR partitionne le mélange réactionnel en un ensemble de réactions
PCR menées en parallèle. En détection d’OGM, elle est utilisée lorsque le nombre
de copies dans l’échantillon est faible ou qu’un inhibiteur de PCR est présent [34].

Des méthodes multiplexes non basées sur la qPCR ont été développées pour
détecter des OGM connus : le Luminex, les microarrays ou puces à ADN et l’élec-
trophorèse sur gel capillaire PCR (CGE) (Figure 5). Pour garantir une sensibilité
suffisante lors de l’utilisation de ces différentes technologies détaillées dans les pa-
ragraphes suivants, les échantillons d’OGM nécessitent d’être amplifiés par PCR.

Figure 5 – Différentes méthodes de détection en fonction de l’information dis-
ponible sur les séquences d’inserts OGM [34].

Le Luminex [35] est un système multiplex basé sur le principe de la cytométrie
de flux additionnée de deux lasers. Elle utilise des microsphères de polystyrène
fluorescentes comme support de phase solide pour la détection de réactions bio-
chimiques. L’avantage de ce système est la rapidité d’analyse des microsphères et
l’utilisation de très faibles quantités de réactifs et d’échantillons. Dans le contexte
de la détection OGM, cette technique permet de détecter jusqu’à 500 séquences
cibles d’ADN différentes dans un échantillon. Pour cela, des ensembles de mi-
crosphères spectralement distincts sont couplés indépendamment à des sondes
uniques d’acide nucléique [36].

Les puces à ADN ou microarrays ont été développées pour visualiser et analy-
ser les niveaux d’expression de gènes dans des cellules ou organismes par rapport
à un échantillon de référence. Une puce à ADN est constituée d’un support phy-
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sique subdivisé en milliers de cases dans chacune desquelles une séquence d’ADN
contenant un gène particulier est déposée. Pour détecter un OGM, cette technique
est couplée à une PCR qui amplifie l’ADN cible grâce à des amorces spécifiques
et/ou universelles qui sont ensuite hybridées sur la puce. De cette façon, plus
de 250 000 cibles peuvent être détectées simultanément. Cette technique possède
un débit plus important que celui de la qPCR mais une sensibilité légèrement
moindre [37, 38].

L’électrophorèse capillaire sur gel (CGE) est une technique moléculaire per-
mettant de distinguer des molécules en fonction de leur taille en leur appliquant
un champ électrique. Pour détecter des OGM, cette technique est associée à une
PCR multiplexe, les amorces PCR sont marquées par fluorescence pour séparer
des amplicons de même taille. La sensibilité de cet électrophorèse est plus faible
que celle de la qPCR [39].

La technique d’amplification isotherme de l’ADN facilitée par boucle (LAMP
- loop-mediated isothermal amplification) a été développée par Notomi et al.
[40]. Elle permet d’amplifier une grande quantité d’ADN rapidement grâce à la
formation d’une structure en boucle. Peu coûteuse, elle présente une haute sen-
sibilité et spécificité [41]. Contrairement à la qPCR, l’amplification d’ADN avec
la technique LAMP ne nécessite pas de changement de température [41]. Cette
technique permet également de traiter plusieurs échantillons en même temps.

1.4.2 OGM partiellement connus

De nouvelles techniques de séquençage haut débit (HTS) sont apparues à
partir de 2005. Ces méthodes ont initié une nouvelle génération de séquençage
(NGS) qui permet de séquencer massivement, en parallèle, des fragments d’ADN
ou d’ARN appelés reads. Les avantages de ces méthodes sont la rapidité et un
faible coût comparé aux méthodes de première génération (par exemple, la mé-
thode Sanger). Ces nouvelles techniques de séquençage sont utilisées pour détec-
ter et caractériser des OGM. Elles sont couplées à d’autres techniques (comme
la qPCR) pour identifier et quantifier l’OGM [14, 42, 43]. Cependant, leur utili-
sation nécessite une connaissance complète ou au moins partielle de la séquence
insérée et du génome hôte utilisé lors de l’alignement des reads sur une référence.
En effet, des analyses bioinformatiques des ensembles de données de séquençage
basées sur les similarités d’alignement ont été développées pour caractériser des
éléments OGM référencés [14, 34, 44, 45].

Le DNA walking est aussi une technique qui nécessite une connaissance par-
tielle de la séquence insérée pour caractériser et détecter des OGM dans les ma-
trices alimentaires [47, 48, 49]. De nombreuses méthodes de DNA walking existent.
L’objectif est toujours d’amplifier et de séquencer de proche en proche à partir
d’une zone connue. La difficulté est de n’amplifier que les fragments d’intérêt. Le
DNA walking permet donc de déterminer la séquence d’ADN de régions géno-
miques inconnues adjacentes à une région de séquence d’ADN connue (Figure 6).
Cette technique est notamment utilisée pour identifier des régions promotrices de
gènes où seule la région codante est présente. Le DNA walking couplé au NGS
est utilisé pour la mise au point d’une approche d’identification des OGM non
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Figure 6 – Description de la technique de DNA walking utilisant une méthode
de sélection via la formation de boucle pour éviter l’amplification à partir des
extrémités aspécifiques. [46].

autorisés [50].
L’utilisation des techniques de séquençage permet de standardiser les ap-

proches de détection pour tous les types d’OGM contrairement au développe-
ment de méthodes spécifiques pour chaque OGM nécessitant l’utilisation de la
PCR en temps réel. Différents outils ont donc été développés pour faciliter le
travail de détection dans le cadre de routines de laboratoire pour des OGM dont
la séquence est connue. Un framework* statistique permet de prédire le nombre
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de reads nécessaires à la détection des séquences d’inserts à partir d’un séquen-
çage MinION pour prouver leur intégration dans le génome hôte [43]. Avec son
interface utilisateur intuitive, l’outil GMOseek aide l’utilisateur à sélectionner les
analyses appropriées pour déterminer la présence d’événements de modification
génétique individuels dans l’échantillon analysé. Il permet ainsi d’aider à la prise
de décision et à l’interprétation des résultats dans toutes les phases d’analyses de
la détection d’un OGM [51].

D’autres outils se basent sur l’utilisation de k-mers, par exemple Simka, Kra-
ken2 ou Tallymer. Les k-mers représentent les sous-séquences existantes ayant une
longueur k dans notre génome. Simka est un outil de métagénomique compara-
tive basé sur l’analyse des k-mers [52]. Il représente chaque ensemble de données
comme un spectre de k-mer et calcule plusieurs distances classiquement utilisées
en écologie entre eux. Il est très rapide et performant. Cependant, Simka vise à
comparer deux ensembles de séquences à partir de leur contenu en k-mers. Sa
problématique n’est pas, comme dans le cas de la détection d’un insert d’OGM,
de distinguer une ou quelques petites séquences dont la composition en k-mers
s’éloigne de celle observée dans un génome sauvage. Kraken2 est un outil permet-
tant de classer des séquences métagénomiques en utilisant des alignements exacts
de k-mers [53]. Pour cela, il attribue une étiquette taxonomique à de courtes
séquences d’ADN. Sensible et rapide, Kraken2 utilise un nouvel algorithme de
classification pour supplanter les outils existants. Enfin, le comptage de k-mers
permet aussi d’indexer et d’annoter de grands génomes végétaux répétitifs. Le
logiciel Tallymer a ainsi permis d’indexer l’ensemble des séquences du génome du
maïs [54].

1.4.3 Base de données OGM connus

Actuellement, différentes informations sont disponibles sous forme de bases
de données pour l’aide à la détection d’OGM connus. Pour chaque OGM, de
nombreuses spécificités sont indiquées, comme leur autorisation de mise sur le
marché ou leur(s) méthode(s) de détection.

La base de données European GMO Initiative for a Unified Database Sys-
tem (Eugenius), créée par le Federal Office of Consumer Protection and Food
Safty (BVL) en Allemagne et le Wageningen Food Safety Research (WFSR) aux
Pays-Bas, a pour but de soutenir les autorités compétentes et les utilisateurs
privés concernant la recherche d’informations précises sur les OGM [55]. Cette
base de données indique des informations concernant la présence, la détection et
l’identification des OGM dans l’Union Européenne et le monde.

Le Joint Research Centre (JRC) a aussi développé ses propres bases de données
GMO-Amplicons [56, 57] et GMOMETHODS [58]. GMO-Amplicons regroupe
plus de 240 000 séquences qui ont été obtenues par criblage PCR des banques de
données publiques de séquences de nucléotides, incluant les brevets et les génomes
entiers de plantes disponibles. Accessible via une interface web, cet outil aide les
laboratoires dans la détection et l’identification d’OGM non autorisés mais aussi
à retrouver les séquences liées aux OGM figurant dans la documentation relative
aux brevets. GMOMETHODS est centré sur les méthodes de référence utilisées
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pour l’analyse d’OGM. L’objectif est de fournir des informations fiables et harmo-
nisées sur les méthodes d’analyses des OGM. En effet, le JRC étant laboratoire
de référence de l’Union Européenne concernant les denrées alimentaires et les
aliments pour animaux, ces méthodes ont été vérifiées dans le respect de la légis-
lation Européenne.

1.5 Conclusion

De nombreuses méthodes de détection des OGM connus sont disponibles.
Cependant, l’utilisation des nouvelles techniques de séquençage haut débit est
nécéssaire dans le cadre de la détection des OGM inconnus. Plus précisément,
la méthode de séquençage Illumina est privilégiée dans ce travail. En effet, le
séquençage Illumina présente une fréquence d’erreurs de 10-3 par rapport au sé-
quençage IonTorrent PGM ou 454 GS Junior pour lesquels la fréquence d’erreurs
est de 10-2 [59]. De plus, le pipeline de nettoyage (décrit dans le Chapitre 4) de
la méthode mise au point utilise un assembleur qui donne d’excellents résultats
d’assemblage mais ne peut traiter que des données pairées, donc provenant d’un
séquençage Illumina. Enfin, le séquençage Illumina présente un plus faible coût
de séquençage pour un volume de données important par rapport aux autres mé-
thodes. On peut supposer que de nombreux génomes de plantes seront séquencés
dans les prochaines années et compte tenu de la grande taille de leurs génomes
en général, il est probable que le séquençage Illumina HiSeq sera privilégié.

Les technologies de séquençage Ion torrent et Minion (Oxford Nanopore) pré-
sentent un trop grand nombre d’erreurs systématiques d’homopolymères dans
leur séquençage pour pouvoir être utilisées dans notre cas : cela peut entraîner
des décalages de cadre de lecture par rapport au gène réel, donc une corruption
des données statistiques des CDS. Si ces erreurs étaient totalement aléatoires,
elles pourraient être corrigées lors de l’assemblage ou de l’alignement des reads.
Plus les données de séquençage présenteront une qualité suffisante et plus les ré-
sultats seront probants et fiables en éliminant l’apparition de faux négatifs et de
faux positifs. La qualité des données de séquençage est donc primordiale.

Les bases de données regroupant des informations sur les OGM connus sont
une aide précieuse pour les analyses biologiques (type PCR) lorsque la séquence
insérée est connue. Cependant, lorsque la séquence insérée dans l’OGM est in-
connue, elles sont inutilisables. Néanmoins, dans le cadre de cette thèse, les bases
de données répertoriant des séquences d’inserts OGM connus vont être utilisées
en temps que référence pour réaliser une comparaison entre des séquences poten-
tiellement inserts (provenant de l’OGM inconnu) et des séquences d’inserts OGM
connus. Cette utilisation des bases de données d’inserts OGM connus pourra
être réalisable uniquement si leur contenu est disponible publiquement. Dans la
majeure partie d’entre elles, un moteur de recherche permet de retrouver une mé-
thode de détection ou un amplicon en fonction de l’espèce ou de l’OGM précisé
mais l’exportation de la totalité de la base de données n’est pas possible.

16



Chapitre 2

Mise en place de supports de détec-
tion d’OGM inconnus
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2.1 Objectifs

Suivant la disponibilité des données, une sélection d’espèces OGM représen-
tatives et variées a été réalisée. Les pangénomes correspondant à ces différentes
espèces ont été créés pour représenter les différences génétiques présentes au sein
d’une même espèce et ainsi pouvoir écarter les gènes appartenant à l’espèce hôte
de ceux pouvant être identifiés comme des séquences d’inserts OGM. Des sé-
quences d’inserts OGM connus ont été récoltés.

Ensuite, une banque de données d’OGM connus a été construite pour fournir
un maximum d’informations connues lors de l’étape de création d’un modèle de
prédiction. En effet, les données d’apprentissage nécessaires à l’élaboration de
modèles de prédiction doivent comporter des données connues appartenant aux
deux catégories d’échantillons (positifs et négatifs) pour pouvoir déduire des règles
permettant de distinguer ces échantillons. Dans notre cas, la distinction entre les
CDS inserts OGM (échantillons positifs) et les CDS apparentés au génome hôte
(échantillons négatifs) est recherchée.

Enfin, n’ayant que peu de données d’OGM à notre disposition, des données
de séquençage OGM ont été générées artificiellement en vue de tester notre ap-
proche. En complément, des génomes sauvages ont été sélectionnées dans le but
de conforter nos résultats en ne détectant aucune séquence insérée.

2.2 Méthodes

2.2.1 Création de pangénomes

En 2005, Tettelin et al. [60] définissent un pangénome comme le regroupe-
ment de l’intégralité de la variété des gènes présents dans une même espèce. Un
pangénome est constitué du core génome et du génome accessoire (Figure 7). Le
core génome regroupe tous les gènes communs à toutes les souches de l’espèce et
le génome accessoire rassemble les gènes absents d’une ou plusieurs souches et les
gènes uniques, propres à chaque souche [61].

Deux types généralisés de pangénomes existent, ils sont classés en fonction
du nombre de nouveaux gènes ajoutés au pangénome par génome séquencé. Un
pangénome ouvert signifie que le nombre de gènes présents dans le pangénome
augmente fortement avec le nombre de souches supplémentaires séquencées. En
effet, à l’aide d’une extrapolation mathématique des données, Tettelin et al. [60]
ont observé que le pangénome de Streptococcus agalactiae était très grand et que
des gènes uniques peuvent toujours être identifiés même après que des centaines de
génomes aient été séquencés. Les pangénomes ouverts sont fréquemment présents
chez des espèces comme E. coli qui vivent dans des environnements multiples
exigeant des niveaux élevés d’adaptabilité ou favorisant beaucoup les échanges de
matériel génétique [62]. A l’opposé, un pangénome fermé signifie qu’après avoir
séquencé quelques souches, les souches supplémentaires n’apporteront pas de nou-
veaux gènes au pangénome. En effet, certaines espèces comme Bacillus anthracis,
vivent dans une niche isolée et restreinte permettant d’obtenir peu de gènes étran-
gers.
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Figure 7 – Schéma représentant les différentes parties qui constituent un pan-
génome [63]. Chaque couleur de « pétale » correspondant à l’ensemble des CDS
d’un génome distinct.

Pour déterminer si un pangénome est ouvert ou fermé, une approche de la
loi de Heap a été suggérée par Tettelin et al. en 2008 [62]. Historiquement, la loi
de Heap est une loi empirique qui décrit le nombre de mots distincts dans un
document ou un ensemble de documents en fonction de la longueur du document.
Elle est représentée par la formule suivante [64] :

n = K ×N−α (2.1)

Dans le contexte génétique, n représente le nombre attendu de gènes pour un
nombre donné de génomes, N est le nombre de génomes, et K et α sont des
paramètres libres définis empiriquement [62]. Selon la loi de Heap, le pangénome
est considéré ouvert lorsque α < 1, donc le nombre de gènes augmentera pour
chaque nouveau génome séquencé. A l’inverse, un pangénome est fermé lorsque
α > 1, donc le nombre de gènes n’augmentera pas après l’ajout de nouveaux
génomes [62].

De nombreux outils ont été développés pour analyser et visualiser les pangé-
nomes [65, 66, 67, 68]. Le pangénome d’une espèce permet notamment de carac-
tériser ses différentes souches à l’aide de leurs ensembles de gènes uniques [69]
mais aussi d’étudier l’impact du transfert de gènes horizontaux sur l’espèce [70].
De plus, il est utilisé pour la détection, l’identification et le suivi de nouvelles
souches dans les échantillons de métagénomique à partir des sous-ensembles de
gènes individuels [71]. Cependant, les pangénomes sont approximatifs. Pour le
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moment, il est impossible de déterminer de manière exhaustive un pangénome
complet. Aucun outil n’existe pour en garantir l’exhaustivité.

Pour détecter les séquences d’inserts présentes dans un génome d’OGM in-
connu, la majorité des CDS apparentés au génome hôte seront écartés afin de
réduire le nombre de CDS potentiellement inserts et ainsi faciliter la détection de
l’insert réel. Dans ce but, un pangénome est donc utilisé. La construction de ce
pangénome nécessite de regrouper des génomes complets appartenant à la même
espèce que l’OGM inconnu. Cependant, dans notre cas, ce pangénome est approxi-
matif, il est très difficile de regrouper l’intégralité des génomes complets pour une
souche donnée et ainsi garantir que l’intégralité des CDS apparentés au génome
hôte est écartée. L’important dans le cadre de notre méthode de détection est la
représentativité du vocabulaire (utilisation préférentielle des codons) des CDS de
l’espèce dans notre pangénome. La qualité des données de séquençage inclus dans
le pangénome est déterminante pour éviter les erreurs de caractérisation des CDS
du génome potentiellement OGM.

Nous nous sommes orientés vers la détermination des CDS sauvages de l’échan-
tillon par recherche de similarités avec ceux du pangénome. Les données d’ap-
prentissage pour l’étape de création d’un modèle de prédiction nécessitent deux
ensembles : l’un pour les CDS sauvages, qui vient d’être abordé, l’autre pour les
CDS OGM connus, qui est évoqué dans la partie suivante.

2.2.2 Création d’une banque de données d’inserts OGM

connus

Le JRC a fourni 2641 séquences provenant de la base de données GMO-
Amplicons (Chapitre 1 partie 1.4.3). Ces séquences ont ensuite été annotées avec
le logiciel Prokka [72] pour déduire les CDS inserts OGM. 183 CDS inserts OGM
provenant de bactéries issues de la littérature ont été ajoutés à ces séquences an-
notées par Prokka pour constituer la banque de données d’inserts OGM connus.
Certaines des séquences d’inserts provenant de la littérature n’étant disponibles
que sous forme de séquences protéiques, l’outil Backtranseq de la suite EMBOSS
[73] a été utilisé pour les traduire en nucléotides à partir des usages des codons
de B. subtilis et B. subtilis high disponibles dans la base de données de l’outil.
Notre banque de données contient donc des inserts procaryotes et eucaryotes.

2.2.3 Construction d’OGM synthétique

Deux méthodes de construction d’OGM synthétiques ont été mises au point, la
première à partir des données du maïs et la seconde à partir de données provenant
de bactéries.

Une séquence d’insert provenant d’une bactérie GM a été insérée dans le
génome de référence du maïs. Ensuite, les séquences consensus provenant de l’ali-
gnement entre les reads de maïs sauvage (ayant servi à créer l’OGM de maïs) et le
génome de référence du maïs ont été ajoutées au génome de référence précédem-
ment modifié pour s’assurer de garder des séquences contaminantes naturellement
présentes dans des échantillons sauvages dans la création de notre génome OGM
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synthétique. Enfin, ART version 2.5.8 [74], un logiciel permettant de générer des
reads synthétiques de séquençage de nouvelle génération a été utilisé pour générer
des données pairées provenant d’un séquençage Illumina MiSeq.

Pour les bactéries, une autre méthode de construction d’OGM synthétique a
été mise au point. En premier lieu, un gène exogène est inséré entre deux CDS
dans un génome de référence. Ensuite, le logiciel ART a été utilisé sur ce génome
modifié en utilisant le programme art_illumina avec les paramètres : -ss HS25,
-p, -l 150, -f 11, -m 200, -s 10 pour créer des données de séquençage Illumina
synthétiques.

2.3 Application

Plusieurs collaborations ont été mises en place pour obtenir différents jeux
de données de séquençage OGM, souvent non disponibles pour des raisons de
confidentialité. Le génome complet d’un maïs (Zea Mays) OGM ainsi que sa
souche sauvage ont été utilisés comme sources principales de données.

2.3.1 Cas du maïs

2.3.1.1 Présentation du maïs OGM

Nous avons choisi d’étudier un génome de maïs OGM pour mettre au point
la méthode de détection des OGM inconnus. Plusieurs arguments ont motivé ce
choix. La culture de maïs OGM est très importante, principalement aux États
Unis, et il s’agit d’une des plantes les plus souvent modifiées génétiquement. Il
s’agit d’un organisme modèle souvent étudié en recherche fondamentale. De plus,
la grande taille de son génome en fait un modèle intéressant et complexe pour la
détection d’OGM inconnus. En effet, si la détection est possible sur le maïs, alors
il devrait être facile d’adapter la méthode à d’autres organismes moins complexes
comme les bactéries ou les levures.

Le laboratoire de la santé des végétaux (LSV) de l’ANSES à Angers possède
une unité dédiée aux OGM. Cette unité est Laboratoire National de Référence
(LNR) concernant la détection et l’autorisation de mise sur le marché de plantes
OGM. Le maïs OGM utilisé au cours de ce projet à été fourni par cette unité. Le
séquençage pairé du maïs OGM a été réalisé en Illumina HiSeq. Les données de
séquençage du maïs OGM, d’une souche sauvage de maïs ainsi que la séquence
de référence de l’insert ont été mises à notre disposition.

Le fait de disposer à la fois des données de séquençage d’un OGM de maïs et
de celles de son pendant sauvage, données fournies par le LSV d’Angers, permet
d’appréhender les données auxquelles nous serions confrontés en l’absence d’insert
(témoin négatif). Au début du projet, seul ce jeu de données complet regroupant
les données nécessaires à la création d’un OGM (génome sauvage ayant servi à
créer l’OGM correspondant, génome OGM et la portion insérée) était accessible.

Le maïs OGM fourni par le LSV d’Angers possède un insert nommé T25
qui confère une résistance aux herbicides à base de glufosinate d’ammonium.
Cet insert T25 est composé de deux gènes pat et bla. pat est un gène synthétique
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dérivé de la souche Tu 494 de Streptomyces viridochromogenes qui provoque cette
résistance aux herbicides. Le gène bla provient de la bactérie Escherichia coli et
confère une résistance à un antibiotique, l’ampicilline (Tableau 1).

Gène introduit Source du gène Produit Fonction

pat (syn) Forme synthétique du
gène pat dérivée de la
souche Tu 494 de Strepto-
myces viridochromogenes

Enzyme de phos-
phinothricin N-
acetyltransferase (PAT)

Élimine l’activité herbi-
cide des herbicides à base
de glufosinate (phosphi-
nothricin) par acétylation

bla Escherichia coli Enzyme de beta lacta-
mase

Détoxifie les antibio-
tiques beta lactame
comme l’ampicilline

Tableau 1 – Description des gènes présents dans l’insert T25 du maïs OGM.
Librement adapté de [75].

La construction génétique de l’insert T25 est décrite par le graphique suivant :

Figure 8 – Construction génétique de l’insert T25 du maïs OGM [76].

Le mais OGM T25 a été développé par Bayer CropScience et approuvé comme
culture transgénique pour les denrées alimentaires et les aliments pour animaux
dans la plupart des pays du monde. Cependant, sa culture est interdite dans tous
les pays exceptés les États-Unis, le Japon, le Brésil, l’Argentine et le Canada.
Le développement d’une méthode de PCR multiplexe pour l’identification et la
quantification du maïs OGM T25 a été développée. Elle avait pour but de sim-
plifier et de réduire le nombre de tests nécessaires pour caractériser un OGM
[77].

Le génome de référence du maïs utilisé au cours des différentes analyses du
projet provient de la base de données PlantGDB : il s’agit de la version 34. Ce
maïs de référence est nommé B73 [78]. Il est composé de 40000 gènes et au moins
le double de transcrits compte tenu des possibilités d’épissage alternatif (plusieurs
fois le même gène avec des exons différents). Ce génome de référence a été récupéré
le 14 Février 2017 mais n’est actuellement plus disponible sur la base de données
de PlantGDB.

2.3.1.2 Résultats relatifs aux OGM synthétique

Les résultats obtenus sur le maïs avec le procédé décrit dans la partie 2.2.3 sont
très facilement identifiables. Cette technique fournit un OGM synthétique trop
éloigné de la réalité en termes de propriétés statistiques. En effet, la séquence
insérée ne possède pas une utilisation préférentielle des triplets de nucléotides
(codons) similaire à celle du génome de référence. De plus, l’environnement du
génome hôte est difficilement reproductible. L’insert est dans ce cas trop faci-
lement identifiable. Cependant, ce procédé n’a été testé que deux fois avec le
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génome de référence du maïs. La création de données synthétiques à partir du
génome du maïs n’est pas conservée pour tester la méthode de détection mais elle
sera utilisée par la suite avec des génomes bactériens.

2.3.2 Cas de la bactérie B. subtilis

Après avoir réalisé des analyses sur le génome du maïs OGM, une seconde
stratégie visant la détection de bactéries génétiquement modifiées (GM) à été
envisagée. Nos analyses ont été focalisées sur deux jeux de données de séquençage
de la bactérie B. subtilis. Le premier jeu correspond à la bactérie GM fourni par
le JRC et le second à une bactérie sauvage (témoin négatif).

2.3.2.1 Présentation de B. subtilis

B. subtilis est une bactérie ubiquitaire gram positif* appartenant aux Fir-
micutes, couramment retrouvée dans le sol, les sources d’eau et en association
avec les plantes [79]. La séquence complète de son génome a été publiée pour la
première fois en 1997 par un consortium formé principalement de laboratoires
européens et japonais [79]. Depuis, les techniques de séquençage ayant évolué,
le génome de B. subtilis a entièrement été reséquencé en utilisant des méthodes
NGS et aussi nouvellement annoté [80]. Enfin, en 2018, une annotation unique
du génome de B. subtilis, traitée manuellement a été présentée par Borriss et al.
[81]. Cette annotation est essentiellement basée sur des données expérimentales.
Pour ce projet, le génome de référence de la souche 168 de B. subtilis a été utilisé,
il est disponible sous le numéro d’accession NC_000964.3.

Le Bavarian Hearth and Food Safety Authority (LGL) et le Hessian State
Laboratory (LHL) en Allemagne ainsi que le Joint Research Centre (JRC) si-
tué à Ispra en Italie ont effectué trois séquençage haut débit d’une bactérie B.
subtilis GM non autorisée [82]. Le LGL, via une plateforme de séquençage, a
réalisé un séquençage de la bactérie en Illumina MiSeq avec des reads pairés*.
Le LHL a utilisé la technique de séquençage Illumina HiSeq 1500 avec des reads
pairés. Enfin, le JRC a effectué le séquençage en 454 GS Junior. Ces trois jeux de
données de séquençage haut débit d’une bactérie GM ont été mis à notre dispo-
sition par le JRC et sont disponibles publiquement [83]. Ce génome de B. subtilis
GM contient un gène cat conférant une résistance à un antibiotique et inséré sur
le chromosome entre deux parties du gène recA. De plus, quatre plasmides (Fi-
gure 9) ont aussi été insérés pour augmenter la production de riboflavine, donc
de vitamine B2. Certains de ces plasmides possèdent des gènes issus des bacté-
ries Staphylococcus aureus, Bacillus amyloliquefaciens ou B. subtilis. Pour obtenir
ces résultats, le JRC a réalisé une analyse bioinformatique utilisant comme gé-
nome de référence pour B. subtilis la souche AG1839 disponible sous le numéro
d’accession CP008698.1. Récemment, une révision de ce génome avec un seul
plasmide pGMrib et une insertion chromosomique a été décrite par Berbers et
al. [84]. Cet insertion chromosomique de 53 kb est intégrée dans le gène scpA.
Dans le cadre de cette intégration, plusieurs occurrences des opérons ribDEAHT,
complets ou partiels, montrent une grande similitude avec l’opéron ribDEA de
Bacillus amyloliquefaciens. De plus, de multiples copies des gènes de résistance
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Figure 9 – Visualisation des 4 plasmides présents dans la bactérie B. subtilis
GM [82].

à la bêta-lactamase et à la kanamycine sont trouvées dans l’insertion de 53 kb.
Enfin, un gène de résistance à la bléomycine est présent.

Les données pairées de séquençage Illumina HiSeq 2500 d’une souche sau-
vage de B. Subtilis 9407 ont été utilisées. Ces données sont disponibles sur le
Sequence Read Archive (SRA) du National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) sous le numéro d’accession SRR8935610. Elles ont été soumises par
l’université agricole de Chine dans le but d’en savoir plus sur ces souches en vue
de la production d’antibiotiques. En effet, B. subtilis, régulièrement utilisée pour
la production d’antibiotiques, est capable de produire plus de 24 antibiotiques
ayant une importante variété de structure [85].
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2.3.2.2 Pangénome de B. subtilis

Un pangénome de la bactérie B. subtilis a été créé pour répondre au besoin
de notre objectif de recherche. Le pangénome de B. subtilis a été construit à
partir de la publication de H. Brito et al. [86] où les références de 22 souches
de B. subtilis correctement identifiées sont incluses. Les espèces limites de ce
pangénome sont Bacillus tequilensis et Bacillus vallismortis. Notre pangénome
regroupe 37 souches sauvages différentes provenant de données de séquençage
haut débit de génomes complets disponibles sur le NCBI (Annexe B, Tableau 17).
Les assemblages utilisés proviennent principalement de données de séquençage de
type PacBio, Illumina MiSeq ou HiSeq pour éviter les erreurs de cadre de lecture
liées aux autres types de séquençage.

2.3.3 Cas de la bactérie E. coli

Les données de séquençage de trois génomes de la bactérie E. coli dont le
statut d’OGM est connu, ont été utilisées pour valider et ainsi tester la méthode
de détection d’OGM. Le pangénome correspondant à cette bactérie a donc été
créé.

2.3.3.1 Présentation de E. coli

E. coli est une bactérie intestinale gram négatif, dont certaines souches sont
pathogènes chez l’homme ou chez l’animal. Ces souches pathogènes provoquent
notamment des gastro-entérites, des diarrhées et des infections urinaires [87]. Les
souches K-12 et B de la bactérie E. coli ont été utilisées de nombreuses fois
lors d’expériences et ont permis de mieux comprendre la génétique moléculaire.
Les différentes souches de quatre sous-groupes de E. coli ont été comparées en
analysant leurs nombres de gènes dans le pangénome ou dans le core génome en
fonction du nombre de génomes considérés. Ces quatre sous-groupes de E. coli
sont six souches commensales, treize souches pathogènes intestinales, sept souches
pathogènes extra-intestinales et six souches Shigella [88]. La séquence entière du
génome de E. coli K-12 de la souche MG1655 a été présentée et annotée en 1997
[89]. Le génome de référence de la souche MG1655 de E. coli K-12 est disponible
sous le numéro d’accession U00096.3.

Les données pairées de séquençage Illumina MiSeq provenant de trois souches
GM de la bactérie E. coli sont disponibles sur la base de données public SRA (Se-
quence Read Archive) sous les numéros d’accession SRR9304542, SRR9304539,
SRR9304540. Ces trois génomes sont issus de la même souche de E. coli mais
possèdent chacun un plasmide contenant le gène parE provenant de Agrobacte-
rium tumefaciens, Mycobacterium tuberculosis et Streptococcus pyogenes respec-
tivement [90]. Le gène parE fait partie de la sous-famille des toxines-antitoxines
et peut être présent sur les chromosomes et les plasmides. L’objectif de l’étude
de Ames JR. et al. [90] était d’évaluer l’équivalence de l’activité du gène parE en
fonction de son espèce bactérienne d’origine.

25



Chapitre 2. Mise en place de supports de détection d’OGM inconnus

2.3.3.2 Pangénome de E. coli

Comme pour le pangénome de B. subtilis, le pangénome de la bactérie E. coli
est constitué de génomes complets provenant de souches sauvages. Il rassemble
45 souches différentes (détaillées en Annexe B, Tableau 18) mentionnées en partie
dans la publication de Touzain et al. [91].

2.3.4 Cas de six autres bactéries

Pour valider et tester la méthode de détection d’OGM, en complément des
génomes de E. coli, les génomes complets de six bactéries sauvages supplémen-
taires ont ensuite été ajoutés pour éprouver la méthode. Leur pangénome associé
a aussi été créé.

2.3.4.1 Présentation des bactéries utilisées

Les données pairées de séquençage Illumina MiSeq de six bactéries sauvages
additionnelles ont été utilisées : Campylobacter jejuni, Mycobacterium tuberculo-
sis, Lactococcus lactis, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium et Sta-
phylococcus aureus. Ces données sont disponibles sur le SRA sous les numéros
d’accession SRX6930849, ERX3965724, SRX4873416, SRX7828066, SRX7828483,
SRX7817854 respectivement. Ces bactéries ont été choisies dans le but de sélec-
tionner des espèces représentatives et variées. En effet, elles sont souvent étudiées
dans la littérature et présentent des pourcentages en GC différents (M. tuber-
culosis possède un fort pourcentage en GC [92] alors que C. jejuni possède un
pourcentage en GC plutôt faible [93]).

Les génomes de référence qui seront utilisés pour ces six bactéries, disponibles
sur le site américain du NCBI, sont :

— le génome C. jejuni str. NCTC11168 (NC_002163.1) pour les analyses sur
la bactérie C. jejuni,

— le génome M. tuberculosis str. H37Rv (NC_000962.3) pour les analyses
sur la bactérie M. tuberculosis,

— le génome L. lactis str. Il1403 (AE005176.1) pour les analyses sur la bac-
térie L. lactis,

— le génome L. monocytogenes str. EGD-e (NC_003210.1) pour les anaylses
sur la bactérie L. monocytogenes,

— le génome Salmonella enterica serovar Typhimurium str. LT2 (AE006468.2)
pour les anlayses sur la bactérie S. Typhimurium,

— le génome S. aureus str. NCTC8325 (NC_007795.1) pour les analyses sur
la bactérie S. aureus.

2.3.4.2 Pangénome de six bactéries additionnelles

Un pangénome pour chacune des six bactéries suivantes a été créé : Campylo-
bacter jejuni, Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Listeria mono-
cytogenes, Lactococcus lactis et Salmonella Typhimurium. Comme pour les précé-
dents pangénomes, ils sont constitués uniquement de génomes complets provenant
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de souches sauvages. Les pangénomes des bactéries C. jejuni, L. lactis et S. Typhi-
murium sont composés de 219, 107 et 226 génomes et plasmides respectivement
provenant de la base de données du NCBI. Le pangénome de L. monocytogenes
rassemble 48 génomes et plasmides issus en partie de la publication de Di et al.
[94]. Le pangénome de M. tuberculosis est composé de 47 génomes et plasmides
provenant en partie des publications de Yang et al. [95] et Kavvas et al. [96].
Enfin, le pangénome de S. aureus regroupe 49 génomes et plasmides issus de la
publication de Bosi et al. [97]. La souche, le numéro d’accession NCBI, le nombre
de gènes et la taille de chacun des génomes pour chacun des six pangénomes sont
disponibles en Annexe B (Tableau 19 à 24).

2.3.4.3 Résultats OGM synthétiques

Quarante-deux génomes d’OGM synthétiques ont été créés à partir de la pro-
cédure sur les bactéries décrites dans la partie 2.2.3. Ces génomes synthétiques
sont basés sur ces six bactéries sauvages (Campylobacter jejuni, Mycobacterium
tuberculosis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Lactococcus lactis et
Salmonella Typhimurium) et huit gènes artificiellement insérés provenant de bac-
téries exogènes, de l’homme et du riz. Ces huit gènes ont été choisis aléatoirement
avec des tailles diverses. Les gènes insérés pour créer ces génomes synthétiques
ainsi que leurs numéros d’accession NCBI sont décrits en Annexe D.

2.4 Conclusion

Plusieurs supports de détection ont été créés pour détecter des OGM inconnus
et faciliter les tests de la méthode. Un pangénome pour chacune des espèces
bactériennes considérées a été créé ainsi qu’une banque de données d’inserts OGM
connus contenant des inserts procaryotes et eucaryotes. Ces deux éléments vont
permettre de préparer les données d’entrées nécessaires à l’étape de création d’un
modèle de prédiction en fournissant des éléments dont le statut est connu (non
OGM pour les CDS du pangénome et OGM pour la banque de données d’inserts).
Enfin, de nombreux jeux de données de séquençage d’OGM synthétiques ont été
crées à partir de bactéries présentant des caractéristiques différentes pour évaluer
et tester la méthode de détection des OGM inconnus.
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L’usage du codon et la recherche de motifs nucléotidiques exceptionnels dans
des séquences sont les outils principaux employés pour caractériser les CDS d’un
génome. Cette caractérisation des CDS présents dans le génome OGM potentiel
est utilisée pour distinguer les CDS du génome hôte des CDS potentiellement
GM.

3.1 Objectifs

Notre objectif est d’identifier les différences de statistiques d’utilisation entre
les CDS provenant du génome hôte et les séquences codantes insérées. En effet, ces
séquences introduites dans le génome hôte ont un enchaînement de nucléotides
différent de celui des CDS appartenant au génome hôte. Cet enchaînement de
nucléotides est spécifique à chaque génome, il est nommé le vocabulaire.

Notre but est donc de caractériser les CDS présents dans notre OGM candidat
à l’aide de leur vocabulaire génomique. Cette caractéristique n’est pas spécifique
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à la détection d’OGM inconnus, elle peut être appliquée dans d’autres contextes
comme la mise en évidence d’un gène ayant subit un nombre de mutations impor-
tant. Le vocabulaire du gène possédant des mutations s’éloignera du vocabulaire
utilisé par son génome hôte et le gène possédant plusieurs mutations pourra être
identifié. L’utilisation de cette propriété existante généraliste est donc appliquée
à un domaine particulier, la détection d’OGM inconnus.

3.2 Méthodes

La propriété des génomes qui a été, pour partie, le support de nos investi-
gations pour construire la méthode de détection des OGM inconnus, est l’usage
préférentiel de certains triplets de nucléotides dans leurs gènes.

3.2.1 Usage du codon

L’ADN est constitué de quatre nucléotides : Adénine (A), Guanine (G), Cy-
tosine (C) et Thymine (T). Le processus de transcription permet de transcrire
un gène (ADN génomique) en ARN messager (ARNm), cet ARNm est alors tra-
duit en protéine à l’aide d’ARN de transfert (ARNt). L’ARNm est composé de
régions non codantes (qui ne sont pas traduites en protéines) et de régions co-
dantes (qui sont traduites pour produire des protéines). L’ARNm est constitué
de quatre types de bases nucléiques, A, C, G et U (Uracile). Ces quatre bases
constituent le code génétique, utilisé pour traduire une séquence d’ADN (gène)
en séquence protéique. Le code génétique est universel, il est identique pour les
organismes vivants (sauf certaines exceptions). La reconnaissance de triplets de
nucléotides, appelés codons, par les ARNt lors de la traduction des ARNm im-
plique donc 64 combinaisons (43). Sur ces 64 codons existants, trois correspondent
à des signaux de fin de traduction qui ne sont pas traduits, les codons stop. Il
reste donc 61 codons pour coder seulement 20 acides aminés naturels, constituants
des protéines. Cette spécificité permet de qualifier le code génétique de dégénéré,
plusieurs codons différents pouvant correspondre au même acide aminé. Ces co-
dons sont nommés codons synonymes. Cependant, un codon ne peut coder qu’un
seul et unique acide aminé. De plus, tous les codons ne sont pas utilisés avec la
même fréquence. L’utilisation non aléatoire des codons synonymes crée un biais
d’usage du codon spécifique de l’espèce considérée [98] et résulte de l’amélio-
ration du « fitness » de la cellule : la synthèse d’un nombre restreint d’ARNt
diminue sa dépense énergétique. Les facteurs responsables de l’usage préférentiel
de certains codons comprennent le pourcentage en GC à la troisième position du
codon, l’abondance de la molécule d’ARNt, la composition générale des bases de
gènes, les différences dans le niveau d’expression et dans la localisation cellulaire
des gènes, la température de croissance optimale et les structures secondaires des
protéines [99]. La première et la deuxième position du codon sont plus informa-
tives quant à la structure de la protéine codée tandis que la troisième position
du codon est plus informative de l’espèce considérée [100]. Les codons synonymes
partagent les mêmes deux premiers nucléotides et ne diffèrent qu’à leur troisième
nucléotide.
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En 2016, A. A. Komar [101] résume, grâce au graphique suivant (Figure 10),
l’usage du codon ainsi que l’utilisation et les fonctions des codons synonymes qui
en découlent. Ce graphique permet aussi de visualiser les récents développements
dans ce domaine qui ont permis d’identifier les fonctions des codons synonymes
ainsi que leur utilisation.

Figure 10 – Le ying et le yang de l’usage du codon [101].

3.2.2 Caractérisation du vocabulaire du génome

Le logiciel R’MES [102] permet de déterminer les mots exceptionnels dans
une séquence, selon un modèle de Markov M donné pour une taille de mot dé-
finie. Un modèle de Markov est constitué d’états. Le passage d’un état à un
autre est associé à une probabilité. Dans un modèle de Markov d’ordre k, un état
donné dépend des k états précédents. Un mot de taille l ne peut être analysé que
dans les modèles de M 0 à M (l -2). Des modèles de Markov plus élevés correspon-
draient au nombre de mots lui-même (le mot serait alors attendu). Le modèle
de Markov d’ordre maximal est donc défini par M (l -2). Le logiciel R’MES est
généralement utilisé sur des séquences courtes pour trouver des motifs d’intérêts
chez les bactéries. Le temps de calcul d’une analyse est très court et il fournit une
approximation acceptable avec des résultats relativement simples à interpréter.
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De nombreux paramètres sont disponibles comme la création de familles de mots
ou le comptage en phase. Le logiciel R’MES est capable de réaliser une analyse
de biais d’orientation, c’est-à-dire déterminer si un mot est plus souvent présent
dans un sens ou dans l’autre.

Dans notre cas, le logiciel R’MES a été utilisé pour caractériser le vocabulaire
d’un génome, en déterminant ses mots spécifiques et relativement fréquents. Le
vocabulaire d’un génome est représenté par l’ensemble des mots d’une longueur
donnée ou un sous-ensemble de ces mots particulièrement spécifiques du génome
de l’hôte. Le logiciel R’MES utilise aussi une approximation de la répartition du
nombre de mots. Cette approximation s’appuie sur l’une des trois lois suivantes :
Gaussienne, Poisson ou Poisson composé. L’approximation Gaussienne est utilisée
lorsque le génome contient des mots de plus de 100 occurrences, elle est donc
adaptée aux génomes ayant une longueur importante. L’approximation de Poisson
ne gère pas les chevauchements entre les mots contrairement à l’approximation
de Poisson Composé ; elle n’est donc pas utilisée. L’approximation de Poisson
Composé possède une précision plus importante que la méthode Gaussienne mais
nécessite un temps de calcul plus long. Une indication est stipulée dans le manuel
d’utilisation de R’MES [103] pour faciliter le choix de l’approximation suivant la
longueur de mots choisie et la longueur de la séquence à analyser : « As a crude
rule, calculate the naive, expected count of a word of length l in a sequence of
length n namely n/(|A| l) ; If it is smaller than 10 then use the compound Poisson
approximation, if it is greater than 100 then use the Gaussian approximation (in
between is the twilight zone). »

Tableau 2 – Portion de résultats issue du logiciel R’MES pour certains mots de
taille 6 avec un modèle de Markov d’ordre 4 sur l’ensemble des CDS du génome
de référence du maïs.

Le logiciel R’MES calcule différentes variables pour chaque mot d’une taille
donnée suivant l’approximation choisie. Pour chaque mot en utilisant l’approxi-
mation Gaussienne, les variables calculées sont le nombre d’occurrences du mot
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observé ou « comptage » (count), l’estimation du nombre d’occurrences attendu
du mot (expect), la variance limite estimée (sigma2), le score d’exceptionnalité
(score) et le classement du mot au moment de l’évaluation (rank). Les résul-
tats sont présentés sous la forme d’un tableau trié par ordre croissant de score
(Tableau 2).

En utilisant l’approximation Poisson composé, les variables calculées sont le
nombre d’occurrences du mot observé, l’estimation du nombre d’occurrences at-
tendues du mot, l’estimation du nombre prévu de trains (ensemble de motifs
successifs), la probabilité de chevauchements, le score d’exceptionnalité et le clas-
sement du mot en considérant un tri par ordre croissant de scores. Le score d’ex-
ceptionnalité fourni par le logiciel R’MES évalue l’importance de la différence
entre les nombres d’occurrences de mots observés et attendus.

Pour que le vocabulaire d’un génome puisse être défini à l’aide de mots en uti-
lisant le logiciel R’MES, nous voulions que l’ensemble des mots retenus couvrent
la totalité du génome avec environ 10 occurrences pour 150 nucléotides pour s’as-
surer de la repré’sentativité du génome étudié dans une séquence prise au hasard,
même de la taille d’un read. Pour cela, l’objectif était de trouver des mots fré-
quents sur le génome hôte mais absents sur l’insert ou inversement, la signature
du génome hôte pouvant consister en l’absence de certains mots rares, en plus
de la présence de mots fréquents. La taille de mot choisie ne devait donc être ni
trop petite, sinon les occurrences auraient été trop nombreuses, ni trop grande
car trop peu d’occurrences auraient été trouvées dans la séquence. L’utilisation
du logiciel R’MES est réalisé sur les CDS du génome hôte sans les séquences
UTR* (régions non traduites), les introns* et les autres séquences intergéniques.
En effet, un insert devrait être constitué d’un ou plusieurs CDS pour que celui-ci
puisse s’exprimer dans le génome et ainsi conférer une ou plusieurs caractéris-
tiques additionnelles au génome hôte. Enfin, cette propriété permet de réduire le
nombre de nucléotides à analyser par rapport au génome entier, donc de réduire
le temps de calcul de l’analyse.

3.2.3 Comptage des occurrences

Dans un premier temps, l’ensemble des CDS du génome hôte est soumis au
logiciel R’MES [102] où le nombre d’occurrences pour chaque mot est ainsi dé-
terminé. Dans un second temps, un comptage des mots est réalisé pour chacun
des CDS appartenant aux trois jeux de données à la fin du pipeline de nettoyage
(Chapitre 4 partie 4.2.1) : les CDS apparentés au génome hôte, les CDS po-
tentiellement inserts et les CDS de la banque de données d’OGM connus avec
l’algorithme Aho-Corasick (Figure 11). Ces comptages de mots de chacun des
CDS des trois jeux de données sont ensuite comparés au comptage de l’ensemble
des CDS du génome hôte à l’aide de calculs de distances (Chapitre 5 partie 5.2.1).
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Figure 11 – Visualisation de l’automate de l’algorithme Aho-Corasick pour l’en-
semble des motifs "AAC", "AGT" et "GTA" [104].

Publié en 1975, l’algorithme Aho-Corasick est un algorithme de recherche de
chaînes de caractères (motifs) conçu par Alfred Aho et Margaret Corasick [105].
Il utilise des dictionnaires qui localisent les éléments d’un ensemble fini de chaînes
dans un texte. La complexité en temps de l’algorithme est linéaire, elle correspond
à la longueur des motifs considérés ajoutée à la taille du texte où ces motifs vont
être recherchés. Cet algorithme est très efficace en temps de calcul et en utilisation
d’espace mémoire.

3.3 Application

Les génomes du maïs et des bactéries B. subtilis et E. coli ont été utilisés
pour décrire la caractérisation de leurs CDS.

3.3.1 Cas du maïs

Les particularités liées à l’usage du codon chez les plantes et plus particuliè-
rement chez le maïs ainsi que les choix réalisés pour les paramètres du logiciel
R’MES sont exposés dans les parties suivantes.

3.3.1.1 Propriétés de l’usage du codon

Dans la Figure 12, l’usage des codons sur 100 gènes a été observé chez les dico-
tylédones. La moyenne du pourcentage en GC de la troisième position (XXC/G)
du codon est de 45,0%. Chez les monocotylédones, l’usage du codon sur 63 gènes
a été observé. La moyenne du pourcentage en XXC/G est de 73,5%. Contrai-
rement au dicotylédones, la distribution du pourcentage en GC de la troisième
position des codons des monocotylédones est bimodale (Figure 12). Les gènes
nucléaires des monocotylédones et des dicotylédones utilisent plus souvent des
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codons finissant par C ou G que les gènes chloroplastiques ou mitochondriaux
[106].

L’utilisation des codons du maïs est principalement déterminée par la com-
position nucléotidique et le niveau d’expression génétique. Les variations dans
l’usage du codon entre les gènes pourraient être dues à des biais mutationnels au
niveau de l’ADN et à la sélection naturelle agissant au niveau de la traduction
de l’ARNm [107].

Figure 12 – Distribution du pourcentage des codons ayant un C ou un G en
troisième position des gènes localisés dans le noyau des dicotylédones et monoco-
tylédones [106].

Le biais d’usage du codon chez le maïs est représenté sur la Figure 13. Chez
le maïs, il convient de noter que pour coder l’Alanine, dont les codons synonymes
sont GCU, GCC, GCA et GCG, le codon GCC est plus fréquemment utilisé que
les trois autres : 31% pour GCC contre 20% en moyenne pour les autres. De même
pour la Lysine, le codon AAG sera plus souvent utilisé que le codon AAA : 40%
pour AAG contre 15% pour AAA. Il est intéressant de remarquer que, pour coder
la Proline, les codons synonymes CCG, CCA, CCC et CCU ont des fréquences
d’utilisation très similaires (environ 13%) même si l’utilisation du codon CCG est
légèrement plus importante (15%).
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Figure 13 – Fréquence d’utilisation des codons pour le maïs exprimée pour 1000
codons [108]. Acides aminés : * : STOP, A : Alanine, C : Cystéine, D : Aspartate,
E : Glutamate, F : Phénylalanine, G : Glycine, H : Histidine, I : Isoleucine, K :
Lysine, L : Leucine, M : Méthionine, N : Asparagine, P : Proline, Q : Glutamine,
R : Arginine, S : Sérine, T : Thréonine, V : Valine, W : Tryptophane, Y : Tyrosine.

3.3.1.2 Loi de répartition du nombre de mots

Concernant le choix de la loi de répartition du nombre de mots dans le logiciel
R’MES, l’approximation de Poisson a été écartée car elle ne gère pas les chevau-
chements. L’approximation Poisson Composé, plus précise que l’approximation
Gaussienne mais nécessitant un temps de calcul plus long a aussi été écartée.
Par exemple pour des mots de taille 9, le temps de calcul avec l’approximation
Poisson Composé nécessite plusieurs semaines contre quelques heures avec l’ap-
proximation Gaussienne. Pour la suite des analyses, l’approximation Gaussienne
est donc utilisée. Le génome de référence du maïs, d’une taille de 2182 Mb, présen-
tant en moyenne toujours plus de 100 occurrences pour tous les mots constitués
d’au plus dix lettres. Même pour des génomes bactériens, dont la taille se mesure
en millions de lettres, et du fait de la prise en compte de mots de petite taille,
l’approximation Gaussienne est retenue.
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3.3.2 Cas des bactéries B. subtilis et E. coli

L’usage du codon n’est pas universel et dépend notamment de l’espèce consi-
dérée. Ainsi, le biais d’usage du codon représentant un profil d’utilisation des
codons non uniformes varie selon l’organisme et représente donc une caractéris-
tique unique de ce dernier [101]. Dans les organismes bactériens, comme E. coli
ou B. subtilis, l’utilisation du codon est attribuable à l’équilibre entre la sélection
naturelle et le biais de mutation [109, 110].

La différence d’utilisation des codons synonymes de la lysine chez différentes
bactéries est visible sur la Figure 14. La différence d’utilisation pour le codon
AAG est de 9% chez Buchnera aphidicola alors qu’elle est de 99% chez Anaero-
myxobacter dehalogenans (Figure 14a). La variation du biais d’usage du codon au
sein d’un organisme peut être très importante. De plus, ces différences de biais
sont aussi présentes au sein d’un génome. L’utilisation du codon AAA de la lysine
chez plusieurs gènes d’E. coli diffère (Figure 14b).

(a) Chez différentes espèces bactériennes

(b) Chez Echerichia coli

Figure 14 – Variation du biais d’usage des codons de la lysine chez différentes
bactéries ou au sein de la bactérie E. coli [111].

Dans le Tableau 3, nous notons que les bactéries B. subtilis et E. coli pré-
sentent une utilisation différente des codons. Par exemple, pour le codon CGU
codant pour l’arginine, la fréquence d’utilisation est de 7,2% par rapport à l’en-
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semble des codons présents dans B. subtilis tandis que pour E. coli elle est de
15,9% soit plus du double par rapport à B. subtilis. Cependant ces deux bactéries
présentent des similitudes pour les codons associés à l’Alanine. En effet, pour le
codon GCU (un des codons associés à l’Alanine), la fréquence d’utilisation est de
18,6% par rapport à l’ensemble des codons présents dans B. subtilis tandis que
pour E. coli elle est de 18,9%.

Pour les gènes de E. coli, il existe une forte corrélation entre les codons op-
timaux et le niveau d’expression des gènes. En effet, les bais de codons des pro-
téines ribosomiques sont les plus déviants par rapport aux fréquences de codon
d’un gène de E. coli. Pour les autres classes de gènes ayant un niveau d’expression
élevé comme les gènes de modifications essentiels aux activités de traduction, les
protéines chaperons* et les ARNt synthétases, les biais de codons sont moins
importants. La taille des gènes influence aussi les fréquences de GC dans les
troisièmes positions des codons [112].

Tableau 3 – Usage du codon exprimé en fréquence par millier de codons et leurs
acides aminées (AA) correspondant pour les bactéries Bacillus subtilis (BS) et
Escherichia coli (EC) [108].

3.4 Conclusion

L’usage préférentiel de certains triplets de nucléotides (codons) est au centre
de la méthode détection des OGM inconnu pour distinguer la ou les séquences
qui sont insérées dans un OGM. Le logiciel R’MES associé à l’approximation
Gaussienne est utilisé pour définir des motifs exceptionnels dans le génome hôte.
Par la suite, différents paramètres de ce logiciel comme la taille de mot ou l’ordre
de Markov sont testés pour sélectionner les paramètres optimaux permettant
de distinguer des CDS inserts OGM de CDS du génome hôte. Cependant, pour
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valider les résultats émis avec ces paramètres, il est nécessaire d’utiliser les calculs
de distance (Chapitre 5 partie 5.2.1). Pour cette raison, tous les paramètres du
logiciel R’MES testés et les résultats associés sont présentés dans le Chapitre 5.
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La préparation des données est nécessaire pour séparer les CDS apparentés au
génome hôte des CDS potentiellement OGM en vue des calculs de distance. Cette
préparation permet d’obtenir des jeux de données fiables et de bonne qualité en
évitant les erreurs liées à un mauvais tri des données.

4.1 Objectif

Un pipeline de nettoyage a été développé dans le but d’éliminer les CDS appa-
rentés au génome hôte et ainsi de ne conserver que les CDS potentiellement inserts
GM. L’emploi d’un pipeline de nettoyage permettant la suppression d’éléments
connus est fréquemment utilisé dans le traitement des données de séquençage
haut débit. Par exemple, Baron et al. 2018 [113]) utilisent un traitement similaire
pour éliminer les reads chromosomiques afin d’assembler un plasmide de E. coli.

Les données de séquençage du génome potentiellement OGM inconnu sont
triées pour faciliter leur traitement et ainsi mettre en évidence la ou les séquences
insérées dans le génome hôte. Notre objectif est d’obtenir trois jeux de données
distinct :

— les CDS apparentés au génome hôte,
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— les CDS potentiellement inserts OGM,
— les CDS de la banque de données d’OGM connus.
En complément du pipeline de nettoyage, le pangénome de l’espèce considérée

est utilisé pour trier les CDS de l’OGM inconnu et les données de la banque de
données d’OGM connus sont filtrées pour correspondre à l’OGM inconnu analysé.

4.2 Méthodes

La méthode de détection d’OGM s’appuie sur la distinction entre CDS appa-
rentés au génome hôte et CDS d’inserts. Un premier tri est réalisé avec le pipeline
de nettoyage puis un second tri est fait à l’aide d’un pangénome de l’espèce (voire
la sous-espèce) analysée dans le but de distinguer les CDS sauvages sûrs à fournir
lors de la construction d’un modèle de prédiction.

4.2.1 Pipeline de nettoyage

Un pipeline de nettoyage est comme son nom l’indique une succession d’outils
ou d’étapes permettant de nettoyer les données de séquençage brutes. En com-
plément du nettoyage des données de séquençage, notre pipeline est aussi utilisé
pour trier les CDS du génome potentiellement GM selon deux catégories : les CDS
appartenant au génome sauvage et les CDS d’inserts OGM potentiels (Figure 15).

Figure 15 – Schéma du pipeline de nettoyage pour les données brutes de séquen-
çage du génome suspecté d’être modifié génétiquement.

En premier lieu, les données brutes de séquençage du génome GM potentiel
sont assemblées deux fois avec l’outil Shovill [114] où l’option « --trim » est
utilisée pour assurer la suppression des oligomères de construction des librairies
de séquençage. Un logiciel d’assemblage permet de fusionner les reads par che-
vauchement de régions similaires dans le but d’obtenir des contigs qui seront eux
mêmes assemblés en scaffolds (Figure 16). Shovill est un pipeline utilisant l’as-
sembleur SPAdes [115] où les étapes avant et après l’assemblage principal sont
modifiées. Shovill permet ainsi d’obtenir des résultats similaires à l’utilisation de
SPAdes mais en un temps réduit. L’outil Shovill est uniquement compatible avec
des génomes bactériens. Le premier assemblage Shovill est réalisé en vue d’obtenir
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le génome entier et le second est optimisé pour assembler les plasmides avec l’op-
tion « --plasmid » de SPAdes. Les scaffolds obtenus possédant une profondeur
de couverture* inférieure à 3 sont éliminés. Ce seuil modifiable sert à éliminer
toute contamination potentielle du génome bactérien, telle que la contamination
par une autre librairie de séquençage ou par la matrice dans laquelle les bactéries
sont situées. Les deux résultats des assemblages Shovill sont annotés à l’aide de
l’outil Prokka [72] en utilisant l’option « --use-genus » qui permet de considérer
prioritairement les annotations de bactéries du même genre. Les annotations sont
ensuite regroupées en supprimant les doublons. En parallèle, les données brutes
de séquençage de l’OGM potentiel sont nettoyées avec l’outil Trimmomatic [116].
Trimmomatic est un outil permettant de supprimer les adaptateurs ajoutés lors
de la préparation des librairies de séquençage et de « trimmer » les données
de séquençage brutes. C’est à dire qu’il élimine les nucléotides en bord de read
présentant une qualité insuffisante (les paramètres peuvent être modifiés en fonc-
tion de la technologie du séquenceur utilisée). Il peut être utilisé sur des données
pairées ou non pairées.

Figure 16 – Représentation schématique des reads, contigs et scaffolds [117].

Les données de séquençage nettoyées de l’OGM potentiel sont ensuite alignées
via le logiciel d’alignement Bowtie2 [118] sur le génome de référence. Les reads qui
ne se sont pas alignés (incluant tous les CDS inserts GM) sont ensuite alignés sur
les CDS prédits lors des annotations précédentes issues de l’outil Prokka à l’aide
de l’aligneur BWA MEM [119]. Un consensus d’alignement* des CDS couverts est
ensuite déduit des reads qui se sont alignés en utilisant la suite de programmes
Samtools [120].

Par défaut, l’aligneur Bowtie2 réalise des alignements pleine longueur : la tota-
lité de la séquence d’un read est alignée sur un génome de référence préalablement
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renseigné par l’utilisateur. A l’inverse, l’aligneur BWA permet quant à lui d’ali-
gner partiellement des reads sur le génome de référence, alignant donc aussi des
reads chimériques. Des reads chimériques sont des reads qui s’alignent (partielle-
ment) sur deux portions différentes non contiguës du génome de référence (Figure
17). Il est donc plus sensible que l’aligneur Bowtie2. L’aligneur Bowtie2 permet
donc d’éliminer les reads complets du génome suspect très proches de ceux du
génome de référence et de conserver les reads correspondant potentiellement à
des inserts GM. Le second alignement avec BWA MEM récupère les alignements
partiels de CDS pouvant correspondre à des protéines tronquées ou fusionnées
avec un CDS exogène.

A la fin de ces différentes étapes, les CDS présents dans le consensus d’ali-
gnement donné par Samtools, contenant les séquences d’inserts OGM potentiels,
sont retenus comme CDS GM potentiels. Les CDS restants sont conservés comme
CDS apparentés au génome hôte.

Figure 17 – Différences d’alignements entre les aligneurs BWA et Bowtie2.

4.2.2 Tri des CDS à l’aide du pangénome de l’hôte

Deux alignements BLASTN [121] sont réalisés entre les CDS GM potentiels
fournis à la fin du pipeline de nettoyage et le pangénome de l’espèce bactérienne
correspondant au génome potentiellement OGM. Le premier alignement utilise
les CDS du pangénome alors que le second utilise le pangénome, comportant gé-
nomes et plasmides entiers (Figure 18). L’objectif de ces alignements BLASTN
est de réaliser un second tri (le premier étant effectué par le pipeline de net-
toyage) permettant de séparer les CDS apparentés au génome hôte et les CDS
GM potentiels.
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Figure 18 – Schéma des deux alignements BLASTN sur les CDS et les gé-
nomes/plasmides entiers du pangénome permettant d’effectuer un second tri sur
les CDS OGM potentiels.

Le premier alignement BLASTN est réalisé entre les CDS GM potentiels four-
nis à la fin du pipeline de nettoyage et les CDS du pangénome. Cet alignement éli-
mine les CDS appartenant au génome hôte présents dans les CDS inserts GM po-
tentiels. Les paramètres utilisés sont les options « --gapopen » et « --gapextend
» abaissées à 3 et 1 respectivement. Ces options permettent de définir les coûts
d’ouverture et d’extension d’un gap* (espacement d’un ou plusieurs nucléotides)
dans l’aligneur. Ces options permettent d’éviter de couper des protéines possédant
un gap interne. En effet, si un CDS apparenté au génome hôte possède un gap
interne de plusieurs nucléotides alors il sera caractérisé comme CDS insert OGM
potentiel si les options « --gapopen » et «--gapextend » sont utilisées avec leur
valeur par défaut, soit 5 et 2 respectivement. Par ailleurs, l’option « --dust no »
est employée pour que tous les alignements du pangénome soient pris en compte
(y compris les gènes au contenu informatif faible) : nous sommes assurés que le
contenu de nos pangénomes est informatif. Cette option générale de BLASTN
(« --dust yes ») n’est donc pas nécessaire. Les CDS retenus lors de ce premier
BLASTN présentent un pourcentage d’identité supérieur à 98%, ou un pour-
centage de couverture de la séquence recherchée (query) par HSP (High-scoring
Segment Pair) supérieur à 98% et un pourcentage d’identité supérieur à 95%. Le
HSP est une unité fondamentale de BLAST. Un HSP correspond à un alignement
local sans gaps (insertion-délétion), obtenant l’un des meilleurs scores d’aligne-
ment dans une recherche donnée. Ensuite, les CDS dont la longueur d’alignement
est incluse dans un intervalle de plus ou moins 15% de la longueur du CDS GM
potentiel (longueur de la requête) et de la longueur du CDS du pangénome (lon-
gueur de l’objet) sont retenus. Ce paramètre permet d’assurer un pourcentage
de couverture d’alignement élevé sur les CDS présentant un gap important par
rapport aux CDS du pangénome.
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Le second alignement BLASTN, réalisé sur les génomes entiers du pangénome
élimine les CDS prédits par l’annotateur Prokka mais correspondant à des sé-
quences non codantes dans notre pangénome. Tout comme le premier alignement
BLASTN, les options « --gapopen » et « --gapextend » sont fixées à 3 et 1
respectivement et l’option « --dust no » est utilisée. Les CDS retenus présentent
un pourcentage d’identité supérieur à 98% et un pourcentage de couverture de la
requête par HSP supérieur à 98%. Seuls les CDS dont la longueur d’alignement
est incluse dans un intervalle de plus ou moins 15% de la longueur du CDS GM
potentiel sont retenus.

Les CDS alignés au moins une fois lors de ces deux alignements BLASTN
possèdent de très fortes similarités avec le pangénome de l’espèce considérée, ils
sont donc ajoutés aux CDS apparentés au génome hôte définis à la fin du pipeline
de nettoyage. Les CDS non alignés sont conservés comme CDS OGM potentiels.

4.2.3 Filtrage de la banque de données d’OGM connus

La banque de données d’inserts OGM connus va être filtrée pour obtenir un
ensemble de CDS OGM connus dénué des CDS sauvages de l’espèce hôte considé-
rée. Pour cela, tous les CDS de la banque de données OGM naturellement présents
dans le génome de l’espèce de la souche suspectée vont être éliminés. En effet,
un insert n’est qualifié d’OGM que s’il est considéré dans un contexte différent
de celui du génome dans lequel il est naturellement présent. Deux alignements
BLASTN successifs sont donc réalisés pour filtrer cette banque de données. Le
premier élimine les CDS OGM connus s’alignant sur les CDS du pangénome et
le second, ceux s’alignant sur les CDS apparentés au génome hôte.

Pour ces deux alignements BLASTN, comme précédemment, les options
« --gapopen » et « --gapextend » sont fixées respectivement à 3 et 1 pour éviter
de couper des protéines ayant un gap interne. De plus, l’option « --dust no » est
employée pour n’éliminer aucun alignement. Les CDS écartés lors des alignements
doivent obtenir un pourcentage d’identité minimum de 95% avec un pourcentage
de couverture par HSP de 98% ou un pourcentage d’identité supérieur à 98%.
Ces paramètres ont été choisis pour assurer une sélectivité importante et n’éli-
miner que les CDS très proches du génome hôte. De plus, les parties des CDS
qui s’alignent lors de ces alignements BLASTN sont supprimées de la banque de
données d’OGM connus. La valeur minimale de la e-value est fixée à 0.00001 pour
être assurés d’obtenir des alignements probants (dans BLASTN par défaut elle
est fixée à 10).

Ensuite, la médiane pour chacune des trois distances (P L3M1, P L4M2 et
F L9M7 décrites ultérieurement dans le chapitre 5 partie 5.4) est calculée entre
chaque CDS du génome de l’hôte et l’ensemble de tous les CDS du génome de
l’hôte. Ces médianes ont été nommées respectivement medL3M1, medL4M2 et
medL9M7. Enfin, les CDS OGM connus de la banque de données dont les dis-
tances par rapport à l’ensemble de tous les CDS du génome hôte sont vérifiées (P
L3M1 < medL3M1 et P L4M2 < medL4M2 et F L9M7 < medL9M7) sont reje-
tés. La banque de données filtrée sera utilisée lors de l’élaboration d’un modèle de
prédiction en complément des CDS apparentés au génome hôte pour constituer
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les données d’apprentissage.

4.3 Application

4.3.1 Cas du maïs

Au début du projet, un pipeline de nettoyage a été mis au point à partir des
données de séquençage du maïs OGM (Chapitre 2 partie 2.3.1.1). Ce pipeline
est décrit en Annexe C. Ce pipeline de nettoyage utilise les CDS du génome de
référence de maïs comme données connues non-OGM contrairement au pipeline
de nettoyage développé avec la bactérie B. subtilis qui utilise les CDS apparentés
au génome hôte. Il n’est pas possible d’assembler et d’annoter la totalité d’un
génome de maïs dans un délai et avec des ressources informatiques raisonnables
en raison de sa taille trop importante : la taille du génome du maïs est d’environ
2197.97 Mb. En comparaison, le génome de la bactérie B. subtilis possède une
taille de 4.13 Mb. Ce pipeline est utilisé pour produire les données utilisées pour
tester certains paramètres du logiciel R’MES (Chapitre 5 partie 5.3.2).

4.3.2 Cas de la bactérie B. subtilis

Pour les données de séquençage de la bactérie B. subtilis, l’assembleur SPAdes
a été utilisé avec l’option « --careful ». Dans le cas de l’assemblage d’un génome
bactérien, nous pouvons obtenir de mauvais assemblages si la profondeur de cou-
verture (le nombre de reads alignés par position en moyenne) est trop importante.
Il est préférable dans ce cas de sous-échantillonner les reads de façon à avoir une
profondeur de couverture estimée de 80 [122]. Un script Perl développé au labo-
ratoire a été utilisé lorsqu’il y avait besoin de sous-échantillonner les données. Le
sous-échantillonnage est réalisé en s’appuyant sur un tirage aléatoire des reads
retenus.

4.4 Conclusion

Un pipeline de nettoyage est crée pour nettoyer les données de séquençage
et réaliser un premier tri entre les CDS apparentés au génome hôte et les CDS
potentiellement OGM. Un second tri mis en place à l’aide d’alignements sur le
pangénome de l’espèce analysée est réalisé. Enfin, la banque de données d’OGM
connus est filtrée à l’aide des CDS du génome hôte. A la fin de ces étapes de
préparation des données, trois jeux de données sont obtenus : les CDS apparentés
au génome hôte, les CDS potentiellement inserts OGM et les CDS de la banque
de données d’OGM connus filtrés. Ils seront utilisés en Chapitre 5.
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Pour comparer les CDS du génome OGM inconnu potentiel, plusieurs calculs
de distance sont utilisés en complément de filtres ou de paramètres spécifiques
au logiciel R’MES (recherche de motifs exceptionnels dans une séquence). L’en-
semble des tests effectués pour obtenir la combinaison de paramètres idéale pour
distinguer au mieux les CDS inserts OGM des CDS du génome hôte est décrit
dans ce chapitre.

5.1 Objectif

Pour différencier la séquence insérée (insert OGM) du génome hôte, une dis-
tance entre les CDS apparentés au génome hôte et ceux potentiellement insert
OGM est calculée. L’objectif est de mettre en évidence les CDS potentiellement
inserts OGM possédant une distance élevée entre eux et les CDS appartenant
au génome hôte, c’est-à-dire présentant une différence de vocabulaire importante
avec le génome hôte. Le résultat recherché est l’obtention d’un nombre de CDS
potentiellement OGM restreint contenant l’insert bien séparé en raison de sa dis-
tance importante par rapport aux autres CDS.

Plusieurs études ont utilisé un calcul de distance pour évaluer la similarité
entre deux séquences [123] et ainsi détecter des gènes issus de transferts horizon-
taux [7] ou identifier des séquences virales propres à une espèce [8]. Cependant,
un calcul de distance n’a jamais été exploité dans le cadre de la détection d’OGM.

Des calculs de distances complémentaires sont aussi réalisés entre les CDS
apparentés au génome hôte et les CDS de la banque de données d’OGM inconnus.
Ces distances constitueront certaines des variables explicatives utilisées lors de
l’étape de construction du modèle de prédiction (Chapitre 6).
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5.2 Méthodes

5.2.1 Distances

Dans l’objectif de comparer les différences de vocabulaire entre le génome hôte
et son potentiel insert, trois formules de distances ont été testées.

5.2.1.1 Principe

A la fin des étapes décrites dans le chapitre précédent (Chapitre 4 partie
4.4), trois ensembles disjoints de CDS ont été produits : les CDS de la banque de
données d’OGM connus filtrés (Figure 19, a), les CDS apparentés au génome hôte
(Figure 19, b) et les CDS potentiellement inserts OGM (Figure 19, c). Plusieurs
calculs de distance sont réalisés sur ces différents jeux de données (Figure 19).

Figure 19 – Principe du calcul des distances Euclidienne (Euclid) ou de Bray-
Curtis (BC) ou de Kullback-Leibler (KL). a - jeu de données des CDS de la
banque de données d’OGM connus filtrés, b - jeu de données des CDS apparentés
au génome hôte et c - jeu de données des CDS potentiellement inserts OGM.

Les distances entre l’ensemble des CDS apparentés au génome hôte et chacun
des CDS appartenant aux trois jeux de données sont calculées. Par exemple, un
calcul de distance est réalisé entre l’ensemble des CDS apparentés au génome
hôte et un CDS potentiellement OGM ou entre l’ensemble des CDS apparentés
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au génome hôte et un CDS apparenté au génome hôte. Cette opération est donc
répétée avec chacun des CDS présents dans les trois jeux de données. Comparer
les CDS un à un par rapport aux autres n’est pas envisageable à cause du grand
nombre de combinaisons possible, donc du temps de calcul extrêmement long qui
en découlerait.

Trois formules de calcul de distance sont sélectionnées pour répondre à ce
problème : la distance Euclidienne, la distance de Bray-Curtis et la distance
de Kullback-Leibler. La distance Euclidienne représente une distance basique,
fondamentale. La distance de Bray-Curtis est associée à des calculs de distance
utilisant des k-mers [124]. La distance de Kullback-Leibler est utilisée dans un
objectif similaire à la caractérisation de séquences [8].

En mathématiques, une « vraie » mesure de distance vérifie les trois propriétés
suivantes :

1. la symétrie : dist(A,B) = dist(B,A)

2. la séparation : dist(A,B) ≥ 0 et dist(A,B) = 0 si et seulement si A = B

3. l’inégalité triangulaire : dist(A,B) ≤ dist(A,C) + dist(C,A)

où dist(A,B) représente la distance entre les points A et B. La symétrie indique
que la distance entre le point A et le point B est identique à celle entre le point B
et le point A. La séparation signifie que la distance doit toujours être positive sauf
lorsque A et B sont identiques, elle est alors égale à 0. Enfin, l’inégalité triangulaire
indique que la distance entre deux points est inférieure à l’addition des deux autres
distances d’un triangle. Les distances ne respectant pas ces propriétés sont parfois
appelées dissimilarités. La distance de Bray-Curtis ne respectant pas la propriété
de l’inégalité triangulaire, elle est nommée en réalité dissimilarité de Bray-Curtis.
Cependant, pour faciliter la compréhension, le terme distance de Bray-Curtis est
conservé dans la suite de ce manuscrit.

5.2.1.2 Distance Euclidienne

La distance Euclidienne est une distance de référence, elle est couramment
utilisée pour calculer une distance entre deux points ou objets. Elle représente
une distance entre un point A et un point B de la manière la plus simple et la
plus courte possible. En mathématiques, cette distance est notamment utilisée
dans le théorème de Pythagore. En phylogénie, elle est utilisée pour la création
d’arbres phylogénétiques : une distance Euclidienne est alors calculée entre des
fréquences de k-mers sans nécessiter d’alignement préalable des séquences [125].

La distance Euclidienne correspond à la racine carré des différences au carré
entre les coordonnées de deux points ou objets. Son minimum est de 0 et elle ne
possède pas de maximum défini.

Dans notre contexte, la distance Euclidienne, permettant de comparer une
séquence S et un ensemble de séquences H en se basant sur leur composition en
mots, est définie par l’équation suivante :

distE(S,H) =

√

∑

m∈M

f(m,S)− f(m,H)2 (5.1)
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où M est l’ensemble des mots sélectionnés de taille l (dans le cas où aucune
sélection n’est réalisée, M est l’ensemble des 4l mots possibles pour une taille
de mot l dans l’alphabet {A, T, C, G}), m est un mot de M, f est une fonction
définie par F (pour les fréquences, définie dans l’équation suivante 5.5) ou P (pour
les proportions, définie dans l’équation suivante 5.6) se rapportant au nombre de
mots m dans la séquence considérée.

5.2.1.3 Distance de Bray-Curtis

La distance de Bray-Curtis [126] est une distance généralement utilisée pour
analyser des données biologiques et très largement employée par les scientifiques
de l’environnement comme les écologistes [127]. Elle permet d’évaluer la dissi-
milarité entre deux échantillons donnés, en terme d’abondance d’espèces. Cette
distance est égale à 1 lorsque les deux échantillons de données comparés n’ont au-
cun point en commun et elle est égale à 0 lorsque les deux échantillons comparés
sont identiques [128, 129].

La distance de Bray-Curtis se présente sous la forme d’un rapport où le nu-
mérateur résume le degré de dissimilarité d’espèce à espèce, tandis que le déno-
minateur normalise l’indice [130]. Elle est l’une des distances écologiques utilisées
dans l’outil de métagénomique comparative Simka [52] où chaque ensemble de
données est représenté par un spectre de k-mers.

Dans notre contexte, la distance de Bray-Curtis permettant de comparer une
séquence S et un ensemble de séquences H en se basant sur leur composition en
mots est définie par l’équation suivante :

BC(S,H) = 1−
2
∑

m∈M
[f(m,S) + f(m,H)]

∑

m∈M
[f(m,S) + f(m,H)]

(5.2)

où M est l’ensemble des mots sélectionnés de taille l (dans le cas où aucune
sélection n’est réalisée, M est l’ensemble des 4l mots possibles pour une taille
de mot l dans l’alphabet {A, T, C, G}), m est un mot de M, f est une fonction
définie par F (pour les fréquences, définie dans l’équation suivante 5.5) ou P (pour
les proportions, définie dans l’équation suivante 5.6) se rapportant au nombre de
mots m dans la séquence considérée. En pratique, S est généralement un CDS
(potentiellement GM ou non) et H est l’ensemble des CDS du génome hôte déduit.

5.2.1.4 Distance de Kullback-Leibler

La distance de Kullback-Leibler utilisée est issue de la publication de Trifonov
et Rabadan [8]. Elle est basée sur une formule de divergence utilisant l’estimation
des fréquences pour chacune des signatures génomiques comparées. Son minimum
est de 0 et elle ne possède pas de maximum défini.

Dans notre contexte, la distance de Kullback-Leibler permet de comparer une
séquence S et un ensemble de séquences H en se basant sur leur composition en
mots. Une divergence est d’abord calculée entre les deux vecteurs de fréquences

53



Chapitre 5. Proposition d’une méthode de comparaison des séquences codantes
(CDS) de génomes

à l’aide de l’équation suivante :

diverg(S,H) =
∑

m∈M

f(m,S) log

(

f(m,S)

f(m,H)

)

(5.3)

où M est l’ensemble des mots sélectionnés de taille l (dans le cas où aucune
sélection n’est réalisée, M est l’ensemble des 4l mots possibles pour une taille
de mot l dans l’alphabet {A, T, C, G}), m est un mot de M, f est une fonction
définie par F (pour les fréquences, définie dans l’équation suivante 5.5) ou P (pour
les proportions, définie dans l’équation suivante 5.6) se rapportant au nombre de
mots m dans la séquence considérée.

Ensuite, la distance de Kullback-Leibler est calculée selon l’équation suivante :

distKL(S,H) =
[LS × diverg(S,H) + LH × diverg(H,S)]

LS + LH

(5.4)

Où LS est la somme du nombre d’occurrences (ou comptage) de mots m
présents dans la séquence S.

Contrairement à la distance de Bray-Curtis ou à la distance Euclidienne, la
distance de Kullback-Leibler prend en compte directement des fréquences de k-
mers ce qui est plus approprié dans notre cas concernant le comptage des mots.
En effet, nous cherchons à mettre en évidence des mots ayant une fréquence
d’apparition différente dans la séquence insérée et dans le génome hôte.

5.2.2 Types de calcul de distances

Deux types de calcul de distances ont été développés pour différencier le vo-
cabulaire de deux ensembles de séquences. Ces types de distances permettent de
normaliser les comptages de mots avant de procéder au calcul de distance avec
l’une des trois distances présentées dans les parties précédentes en section 5.2.1.
Le vocabulaire, noté M, qui sera utilisé dans notre méthode peut être soit l’en-
semble de tous les mots d’une taille l donnée, soit un sous-ensemble de ces mots
particulièrement spécifique au génome de l’hôte. Dans le second cas, la sélection
des mots est préalablement effectuée à l’aide du logiciel R’MES (Chapitre 3 par-
tie 3.2.2). Cette sélection correspond à des mots nettement sur-représentés par
rapport à un modèle de Markov d’ordre donné.

5.2.2.1 En fréquences

Le calcul de distance en fréquences convertit les comptages de mots réalisés
via R’MES ou l’algorithme d’Aho-Corasick (Chapitre 3 partie 3.2.3) présents
dans un CDS ou un ensemble de CDS, en fréquences d’apparition par rapport
au nombre total de mots dans ce CDS ou cet ensemble de CDS. Par exemple, le
motif « AGTT » est trouvé deux fois dans un CDS où la somme des comptages
est de 50 pour tous les motifs présents. Ce même motif est présent treize fois dans
l’ensemble des CDS où la somme des comptages est de 5000 pour tous les motifs
présents. La fréquence d’apparition du motif « AGTT » est donc plus rare dans
l’ensemble des CDS (13/5000 = 0.0026) en comparaison du CDS (2/50 = 0.04).
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La distance en fréquences est défini par l’équation suivante :

f(m,S) = F (m,S) =
C(m,S)

∑

w∈M
C(w, S)

(5.5)

où C(m,S) correspond au nombre d’occurrences (ou comptage) de mots m
dans la séquence S et w représente chaque mot dans M. En d’autres termes,
F(m,S) est la fréquence normalisée de m dans S.

5.2.2.2 En proportions

Le calcul de distance en proportions a été développé pour remédier à la diffé-
rence notable dans la longueur cumulée entre un CDS et l’ensemble des CDS mais
aussi dans l’ordre de grandeur du nombre d’occurrences. En effet, le nombre de
comptage est moins important dans un CDS comparé à un ensemble de CDS. Le
calcul de distance en proportions permet donc d’équilibrer les comptages entre un
CDS et l’ensemble des CDS avant d’appliquer le calcul de distance. Par exemple,
le motif « AGTT » est trouvé une seule fois dans un CDS. Ce même motif est
présent quinze fois dans l’ensemble des CDS. Étant donné que le nombre de
nucléotides présents dans un CDS et celui dans l’ensemble des CDS est très dif-
férent, le calcul en proportion a pour but de normaliser cette différence pour les
comptages de motifs.

La distance en proportions est défini par l’équation suivante :

f(m,S) = PH(m,S) = C(m,S)×

∑

w∈M
C(w,H)

∑

w∈M
C(w, S)

(5.6)

En d’autres termes, PH(m,S) est une normalisation du comptage de m dans S
équivalant à considérer m dans une séquence aussi grande que la longueur cumulée
de H. Avec cette définition, lorsque S = H, on obtient PH(m,S) = C(m,H).

5.2.3 Visualisation des résultats

Pour visualiser des différences de distances pour différentes tailles de mots,
la visualisation sous forme de boîtes à moustaches a été retenue. Pour chaque
distance (Bray-Curtis ou Kullback-Leibler), une boîte à moustaches par taille
de mots est générée. Cette boîte représente la distribution des distances entre
l’ensemble des CDS du génome hôte et chacun de ces CDS ou chacun des CDS
de la banque de données d’OGM connus. Les CDS inserts OGM sont représentés
par des étoiles noires. Le corps de la boîte à moustache correspond à l’intervalle
entre le premier (25% des données) et le troisième quartile (75% des données).
L’objectif est que le corps de la boîte à moustache des CDS de la banque de
données d’OGM connus ne chevauche pas celui des CDS appartenant au génome
hôte. En effet, les distances entre l’ensemble des CDS du génome hôte et les CDS
de la banque de données devraient être plus élevées par rapport aux distances
sur les CDS du génome hôte. Les CDS de la banque de données d’OGM connus
présentent un vocabulaire différent de celui du génome hôte.
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5.3 Application

La stratégie utilisant les calculs de distances qui a été choisie résulte de tests
d’hypothèses et de paramètres qui vont être détaillés dans les parties suivantes.
Plusieurs combinaisons de taille de mots en fréquences et en proportions ont été
testées pour prendre en compte les différentes propriétés du génome.

5.3.1 Démarches exploratoires

5.3.1.1 Test 1 : Évaluation de la cohérence des distances

Notre hypothèse est que la distance entre deux organismes totalement diffé-
rents doit être élevée. En opposition, la distance entre deux organismes identiques
doit être égale à 0. Pour vérifier cette hypothèse et ainsi évaluer la distance maxi-
male entre deux espèces éloignées phylogénétiquement, le génome de référence du
maïs a été comparé à la bactérie Streptomyces avermitilis (Numéro d’accession
NCBI : NC_003155.5). Cette bactérie a été choisie car elle provient du sol, elle est
donc un contaminent naturel de l’environnement. De plus, elle possède une taille
importante de génome pour une bactérie (9,0 Mb) et un pourcentage moyen en
GC de 70.7% alors que celui du maïs est de 46.5%. Cette différence de nucléotides
caractérisée par le pourcentage en GC devrait se traduire par une distinction de
vocabulaire notable entre le génome de la bactérie et celui du maïs. Ces résultats
sont présentés dans le Tableau 4.

Ensembles de CDS comparés Distance Euclid Distance KL Distance BC

GenomeRef_GenomeRef 0 0 0

GenomeRef_S.avermitilis 0.0240 1.6902 0.5250

Tableau 4 – Calcul des distances Euclidienne, de Kullback-Leibler et de Bray-
Curtis en fréquences entre différents ensembles de CDS avec des mots de taille 6 et
un modèle de Markov d’ordre 4 (maximal). « GenomeRef » représente l’ensemble
des CDS du génome de référence du maïs et « S.avermitilis » représente l’ensemble
des CDS du génome de S. avermitilis.

Les distances calculées entre deux ensembles de CDS identiques sont toutes
égales à 0. Les distances obtenues entre l’ensemble des CDS du génome de réfé-
rence du maïs et l’ensemble des CDS de la bactérie sont moins élevées qu’attendu,
bien que les deux ensembles de CDS aient des vocabulaires différents du fait de
leur éloignement phylogénétique. Les distances Euclidienne et de Kullback-Leibler
ne possèdent pas une valeur maximale définie. A contrario, la distance de Bray-
Curtis obtient une valeur maximale de 1 lorsqu’aucune similarité entre les deux
échantillons n’est observée (Chapitre 5 partie 5.2.1.3). En se basant sur cette
propriété de la distance de Bray-Curtis, le génome de la bactérie S. avermitilis
et du maïs ne seraient pas aussi éloignés qu’attendu. Nous nous attendions a
obtenir une valeur de la distance de Bray-Curtis plus importante, de l’ordre de
0.8, étant donné que de multiples différences existent entre le maïs et la bacté-
rie S. avermitilis. Cependant, S. avermitilis est une bactérie provenant du sol,
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donc soumise aux mêmes contraintes et environnements que le maïs. Ces points
communs pourraient expliquer les relativement faibles distances obtenues.

Les distances Euclidienne, de Kullback-Leibler et de Bray-Curtis entre le gé-
nome de la bactérie S. avermitilis et celui du maïs de référence sont peu élevées.

5.3.1.2 Test 2 : Évaluation de l’homogénéité des distances au sein d’un
organisme

L’hypothèse émise est que le vocabulaire des CDS d’un génome est homogène.
Pour vérifier cette hypothèse et ainsi évaluer l’homogénéité des distances entre
deux génomes, les CDS du génome de référence du maïs et les CDS du génome
de S. avermitilis sont répartis en 10 ensembles de même taille et comparés entre
eux. Si cette hypothèse est invalide, les CDS devront être séparés en fonction
de leurs classes protéiques, le vocabulaire de chaque classe serait ainsi respecté
et pourrait alors être comparé. En effet, les propriétés d’homogénéité attendues
seraient ainsi retrouvées. Les résultats sont donnés dans le Tableau 5.

Dans le Tableau 5, l’intervalle des valeurs de distance est de 0.0028, 0.2634
et 0.0550 pour les distances Euclidienne, de Kullback-Leibler et de Bray-Curtis
respectivement. Par rapport à la moyenne, les distances Euclidienne, de Kullback-
Leibler et de Bray-Curtis ont un écart maximal de 8.88%, 12.75% et 7.37% res-
pectivement, ce qui montre leur homogénéité. Ainsi, les distances obtenues en
comparant les parties de génome sont homogènes pour les trois distances testées.
L’homogénéité des distances est donc respectée lorsqu’un génome est partitionné.

Ensembles de CDS comparés Distance Euclid Distance KL Distance BC

GenomeRef1_StreptoAver1 0.0218 1.3337 0.4900

GenomeRef2_StreptoAver2 0.0231 1.4441 0.5177

GenomeRef3_StreptoAver3 0.0246 1.5464 0.5381

GenomeRef4_StreptoAver4 0.0242 1.5269 0.5360

GenomeRef5_StreptoAver5 0.0243 1.5857 0.5353

GenomeRef6_StreptoAver6 0.0240 1.5972 0.5312

GenomeRef7_StreptoAver7 0.0240 1.5290 0.5289

GenomeRef8_StreptoAver8 0.0238 1.5619 0.5292

GenomeRef9_StreptoAver9 0.0248 1.5914 0.5450

GenomeRef10_StreptoAver10 0.0246 1.5693 0.5390

Moyenne 0.0239 1.5286 0.5290

Tableau 5 – Calcul de distances Euclidienne, de Kullback-Leibler et de Bray-
Curtis en fréquences entre différents ensembles de CDS avec des mots de taille
6 et un modèle de Markov d’ordre 4 (maximal). « GenomeRef1-10 » représente
l’ensemble des CDS de chacune des 10 parties du génome de référence du maïs
et « StreptoAver1-10 » représente l’ensemble des CDS de chacune des 10 parties
du génome de S. avermitilis.
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5.3.2 Cas du maïs

Différents paramètres du logiciel R’MES, qui permet de rechercher des motifs
exceptionnels dans une séquence, ou des filtres exploitant les propriétés d’un gé-
nome sont été testés. Le but de ces différents tests est de sélectionner les variables
et paramètres optimaux permettant de distinguer des CDS inserts OGM. Pour
mener à bien ces tests, trois jeux de données ont été utilisés : les CDS nettoyés du
génome de maïs contenant les séquences d’inserts OGM, 45 CDS d’OGM connus
fournis par le Centre wallon de Recherches agronomiques (CRA-W) notés en-
semble FD par la suite et les CDS du génome de référence du maïs (Zea Mays
B73 ). Ces trois jeux de données ont été obtenus en utilisant la stratégie mise
au point sur le génome de maïs OGM détaillée dans l’Annexe C. Le pipeline de
nettoyage (décrit dans le Chapitre 4 partie 4.2.1) a été modifié en raison de la
taille du génome du maïs (Chapitre 4 partie 4.3.1). La comparaison des calculs de
distance est réalisée avec les CDS du génome de référence du maïs et pas les CDS
apparentés au génome hôte. Cette stratégie résulte des premières investigations
menées sur la caractérisation des CDS inserts OGM du maïs.

Les paramètres R’MES testés sont la longueur d’un mot, l’ordre du modèle
de Markov, l’utilisation de la phase 3 expliquée ultérieurement (Chapitre 5 partie
5.3.2.5), l’utilisation de familles de mots, la concaténation des troisièmes positions
des codons et le pourcentage de mots sur ou sous-représentés considéré. Ces diffé-
rents paramètres sont appliqués aux trois distances sélectionnées, Euclidienne, de
Bray-Curtis (BC) et de Kullback-Leibler (KL) selon deux types de normalisations
des comptages de mots, en fréquences et en proportions.

Dans les parties suivantes, pour chaque distance calculée, la notation de deux
paramètres R’MES cités précédemment est abrégée comme suit : L{taille de
mots}M{ordre de Markov}. Par exemple pour un calcul de distance de Bray-
Curtis avec une taille de mot de 9 et un modèle de Markov d’ordre 7, on nomme
Distance de Bray-Curtis L9M7.

5.3.2.1 Discrimination

Avec la distance Euclidienne, plusieurs résultats provenant des tests de dif-
férents paramètres comme l’influence de la taille de mots, de la phase 3 ou de
l’ordre du modèle de Markov ont été obtenus. En effet, tous ces paramètres ont
été testés avec des mots de tailles 3 à 7 pour des modèles de Markov d’ordre 1 à
l -2 (l étant la taille d’un mot). Cependant, pour des raisons de lisibilité, unique-
ment les résultats permettant d’illustrer les choix retenus sont présentés dans ce
manuscrit.
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(a) Distance Euclidienne (b) Distance de Bray-Curtis

Figure 20 – Comparaison des distances Euclidienne et de Bray-Curtis en fré-
quences en ne considérant que 10% de mots sur-représentés de taille 9 en phase
3 et un modèle de Markov d’ordre 7 (maximal pour cette taille de mot). Les
données visualisées sont les distances entre l’ensemble des CDS du génome de ré-
férence du maïs et chacun de ses CDS (rouge ou vert) ou chacun des CDS OGM
de l’ensemble FD (orange) par rapport à la longueur des CDS.

Comme illustré sur le graphique ci-dessus (Figure 20), l’utilisation de la dis-
tance Euclidienne ne permet pas de discriminer les CDS OGM par rapport aux
CDS du maïs de référence. En effet, dans la Figure 20a, les points oranges, re-
présentant les distances Euclidienne entre chacun des CDS inserts OGM de l’en-
semble FD et l’ensemble des CDS du génome de référence du maïs, sont mélan-
gés aux points rouges, représentant les distances Euclidienne entre l’ensemble des
CDS du génome de référence du maïs et chacun de ses CDS. A contrario, dans
la Figure 20b, la distance de Bray-Curtis regroupe les CDS OGM connus (points
oranges), ceux-ci ayant des distances élevées.
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Distance Euclidienne Mots de taille 6 Mots de taille 9 Mots de taille 12

StreptoAver1_StreptoAver2 0.0483 0.0073 0.0021

StreptoAver3_StreptoAver4 0.0489 0.0073 0.0021

StreptoAver5_StreptoAver6 0.0552 0.0074 0.0021

StreptoAver7_StreptoAver8 0.0437 0.0074 0.0019

StreptoAver9_StreptoAver10 0.0494 0.0078 0.0021

Distance de Bray-Curtis Mots de taille 6 Mots de taille 9 Mots de taille 12

StreptoAver1_StreptoAver2 0.2929 0.3205 0.3374

StreptoAver3_StreptoAver4 0.3084 0.3151 0.3702

StreptoAver5_StreptoAver6 0.3209 0.3226 0.3399

StreptoAver7_StreptoAver8 0.2858 0.3220 0.2939

StreptoAver9_StreptoAver10 0.3110 0.3284 0.3357

Distance de Kullback-
Leibler

Mots de taille 6 Mots de taille 9 Mots de taille 12

StreptoAver1_StreptoAver2 0.4205 0.5092 Infini

StreptoAver3_StreptoAver4 0.5291 0.5143 Infini

StreptoAver5_StreptoAver6 0.5687 0.5235 Infini

StreptoAver7_StreptoAver8 0.4458 0.5290 Infini

StreptoAver9_StreptoAver10 0.4909 0.5464 Infini

Tableau 6 – Calcul des distances Euclidienne, de Bray-Curtis et de Kullback-
Leibler en fréquences pour trois tailles de mots (6, 9 et 12) et un modèle de
Markov d’ordre maximal entre plusieurs ensembles de CDS distincts de la bactérie
S. avermitilis (« StreptoAver1-10 »).

D’autres analyses, non fournies dans ce manuscrit, présentent des résultats
divergents entre la distance Euclidienne et les deux autres distances. Notre hypo-
thèse est que la distance calculée entre deux génomes ne doit pas ou peu varier en
fonction de la taille d’un mot. En effet, différentes tailles de mots doivent pouvoir
être comparables. Les distances Euclidiennes calculées entre deux ensembles de
CDS provenant de parties différentes de la bactérie S. avermitilis, présentées dans
le Tableau 6, montrent que la distance minimale observée diminue en fonction de
la taille des mots considérés. Par exemple, avec des mots de taille 6, la distance
Euclidienne entre les ensembles de CDS StreptoAver_1 et StreptoAver_2 est de
0.0483 et avec des mots de taille 12, cette distance est de 0.0021. Plus la taille d’un
mot est grande, plus la distance Euclidienne diminue contrairement aux distances
de Kullback-Leibler et de Bray-Curtis où la distance ne varie pas en fonction de
la taille d’un mot. Pour les mots de taille 12 avec la distance de Kullback-Leibler,
une valeur infinie est obtenue. La petite taille des portions du génome de S. aver-
mitilis entraîne un nombre de comptages de mots de 12 lettres proche de zéro,
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expliquant ainsi l’impossibilité de calculer la distance de Kullback-Leibler.
Au vu des résultats précédents et après avoir testé différents paramètres, au-

cune séparation nette des CDS OGM par rapport à l’ensemble des CDS du génome
de référence du maïs n’a été observée, la distance Euclidienne a donc été écartée.

5.3.2.2 Influence de la taille des mots considérés

(a) Distance de Bray-Curtis L5M3 (b) Distance de Bray-Curtis L6M3

(c) Distance de Kullback-Leibler L5M3 (d) Distance de Kullback-Leibler L6M3

Figure 21 – Comparaison des distances de Bray-Curtis (a et b) et de Kullback-
Leibler (c et d) en fréquences en considérant des mots de taille 5 (à gauche) ou 6
(à droite) avec un modèle de Markov d’ordre 3. Les données visualisées sont les
distances entre l’ensemble des CDS du génome de référence du maïs et chacun de
ses CDS (vert ou bleu) ou chacun des CDS OGM de l’ensemble FD (orange) par
rapport à la longueur des séquences.
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Pour déterminer l’influence de la taille des mots considérés, plusieurs tailles de
mots sont testées avec les distances de Bray-Curtis et de Kullback-Leibler entre
l’ensemble des CDS du génome de référence du maïs et chacun de ses CDS ou
des CDS de l’ensemble FD. Avec des mots de plus de 9 lettres, le logiciel R’MES
renvoie une erreur due à l’allocation mémoire insuffisante de l’ordinateur utilisé.
De plus, les calculs de distance sur des mots de 10 lettres demanderaient un
temps de calcul de plusieurs semaines à cause du nombre de mots considérés (410

soit 1048576 mots) et du nombre important de CDS du génome de référence du
maïs. Le génome de référence du maïs utilisé (Zea Mays B73) est décrit dans le
Chapitre 2 partie 2.3.1.1 et est constitué d’environ 133 000 CDS.

La distance minimale des CDS inserts OGM est utilisée pour comparer les
différentes tailles de mots testées, de 3 à 7, avec un modèle de Markov d’ordre
maximal l -2 (l étant la taille du mot). La Figure21 présente uniquement les
meilleurs résultats obtenus en fonction de deux tailles de mots distincts pour
illustrer le choix des paramètres retenus.

Pour les distances de Bray-Curtis et de Kullback-Leibler, la proportion des
CDS ayant une distance élevée est plus importante avec une taille de mot élevée
(Figure 21). La distance minimale des CDS inserts OGM est ainsi plus élevée
avec des mots de taille 6 qu’avec des mots de taille 5. Cependant, les distances
des CDS du génome de référence sont généralement plus élevées également, mais
dans une moindre mesure. La distance minimale pour les CDS inserts OGM varie
en fonction de la taille des mots.

5.3.2.3 Influence de l’ordre du modèle de Markov

Les distances de Bray-Curtis et Kullback-Leibler ont été calculées entre l’en-
semble des CDS du génome de référence du maïs et chacun de ses CDS ou des
CDS de l’ensemble FD pour déterminer l’influence de l’ordre du modèle de Markov
(Figure 22). Comme décrit dans le Chapitre 3 partie 3.2.2, l’ordre de Markov est
un paramètre R’MES lié au nombre d’états présents dans un modèle de Markov.

Pour les distances de Kullback-Leibler et Bray-Curtis, les valeurs de distances
des CDS augmentent légèrement avec un ordre du modèle de Markov plus élevé.
Les CDS inserts OGM connus sont légèrement plus groupés avec une distance
plus élevée lorsque l’ordre de Markov est maximal par rapport à la taille de mots
donnée. La valeur de distance minimale pour les CDS inserts OGM connus avec
le modèle L9M4 est de 0,973 alors que celle pour le modèle L9M7 est de 0,980
avec la distance de Bray-Curtis. Avec la distance de Kullback-Leibler, la valeur
minimale de distance pour les CDS inserts OGM connus avec le modèle L9M4 est
de 2,721 alors que celle pour le modèle L9M7 est de 2,945. Un ordre du modèle
de Markov maximal améliore la distance minimale des CDS inserts OGM connus.
Les analyses suivantes seront réalisées avec un ordre de Markov maximal pour
une taille de mots donnée.
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(a) Distance de Bray-Curtis L9M4 (b) Distance de Bray-Curtis L9M7

(c) Distance de Kullback-Leibler L9M4 (d) Distance de Kullback-Leibler L9M7

Figure 22 – Comparaison des distances de Bray-Curtis (a et b) et de Kullback-
Leibler (c et d) en fréquences en ne considérant que 10% de mots sur-représentés
de taille 9 en phase 3 avec un modèle de Markov d’ordre 4 (à gauche) ou d’ordre
7 (à droite) maximal pour cette taille de mot. Les données visualisées sont les
distances entre l’ensemble des CDS du génome de référence du maïs et chacun de
ses CDS (vert ou bleu) ou chacun des CDS OGM de l’ensemble FD (orange) par
rapport à la longueur des séquences.

5.3.2.4 Influence des familles de mots

Le logiciel R’MES dispose d’un paramètre permettant de rechercher des fa-
milles de mots exceptionnelles ou de motifs dégénérées en spécifiant la taille des
mots ainsi que le masque choisi composé de n et de #. n correspond à chacune
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des lettres de l’alphabet A, T, C, G. Par exemple, le masque #n## produira 64
tétra-nucléotides dégénérés ayant un n en deuxième position, où # est une lettre
de l’alphabet A, T, C, G.

(a) Distance de Bray-Curtis L9M4 (b) Distance de Bray-Curtis L6M4

(c) Distance de Kullback-Leibler L9M4 (d) Distance de Kullback-Leibler L6M4

Figure 23 – Comparaison des distances de Bray-Curtis (a et b) et de Kullback-
Leibler (c et d) en fréquences en ne considérant que 10% de mots sur-représentés
de taille 6 en phase 3 avec un modèle de Markov d’ordre 4 avec des familles de
mots ayant pour masque n##n##n## (à gauche) ou des mots non groupés (à
droite). Les données visualisées sont les distances (ordonnées) entre l’ensemble
des CDS du génome de référence du maïs et chacun de ses CDS (vert ou bleu)
ou chacun des CDS OGM de l’ensemble FD (orange) en fonction de la longueur
des séquences (abscisses).
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Différentes tailles de familles de mots ont été testées, avec des modèles tels
que n##n## ou ##n##n##n. Les meilleurs résultats obtenus justifiant le
choix de conserver ou non ce paramètre (familles de mots) sont présentés sur la
Figure23. Pour les distances de Bray-Curtis et de Kullback-Leibler, les résultats
obtenus par CDS entre l’utilisation de mots simples et de familles de mots sont
minimes. Pour la distance de Bray-Curtis, la distance minimale des CDS OGM
de l’ensemble FD est de 0,447 avec les familles de mots (L9M4) contre 0,438 sans
les familles de mots (L6M4). Pour la distance de Kullback-Leibler, la distance
minimale des CDS OGM de l’ensemble FD est de 0,440 avec les familles de mots
(L9M4) contre 0,437 sans les familles de mots (L6M4). L’utilisation de familles
de mots dans R’MES n’améliore pas les résultats obtenus. Cette option a donc
été écartée des futurs calculs.

5.3.2.5 Influence du paramètre phase 3

Le paramètre phase, disponible dans le logiciel R’MES, permet de tenir compte
de l’importance contextuelle périodique de la séquence. Ce paramètre est prin-
cipalement utilisé lors de l’analyse de CDS pour ne considérer que les codons.
En effet, fixer le paramètre phase à 3 permet de ne considérer qu’une position
trinucléotidique sur 3, la troisième position du codon étant la plus spécifique de
l’usage du codon (Chapitre 3 partie 3.2.1).

Le paramètre phase 3 a été testé avec des tailles de mots de 3 à 9 avec un
ordre de Markov maximal soit l-2 (l étant la taille d’un mot). Par exemple, avec
une taille de mot de 7, l’ordre de Markov maximal est 5 (l=7 soit 7-2=5). Les
meilleurs résultats permettant de conserver ou non le paramètre phase 3 sont
présentés sur la Figure24.
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(a) Distance de Bray-Curtis L9M7 p3 (b) Distance de Bray-Curtis L9M7

(c) Distance de Kullback-Leibler L9M7 p3 (d) Distance de Kullback-Leibler L9M7

Figure 24 – Comparaison des distances de Bray-Curtis (a et b) et de Kullback-
Leibler (c et d) en fréquences en ne considérant que 10% de mots sur-représentés
de taille 9 avec un modèle de Markov d’ordre 7 en phase 3 (à gauche) ou sans
phase (à droite). Les données visualisées sont les distances entre l’ensemble des
CDS du génome de référence du maïs et chacun de ses CDS (vert ou bleu) ou
chacun des CDS OGM de l’ensemble FD (orange) par rapport à la longueur des
séquences.

A la fois pour les distances de Bray-Curtis et de Kullback-Leibler, très peu
de différences sont observables avec ou sans l’utilisation du paramètre phase 3
sur les graphiques précédents. Néanmoins, le calcul en phase 3 présente des avan-
tages, il tient compte de l’usage du codon et ne nécessite pas un temps de calcul
supplémentaire. L’usage du codon est un critère important pour caractériser les
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CDS. Le paramètre phase 3 est donc conservé pour la suite des analyses.

5.3.2.6 Influence du pourcentage de mots sur et/ou sous représentés

(a) Distance de Bray-Curtis L6M4 10pSurRep (b) Distance de Bray-Curtis L6M4

(c) Distance de Kullback-Leibler L6M4 10pSur-
Rep

(d) Distance de Kullback-Leibler L6M4

Figure 25 – Comparaison des distances de Bray-Curtis (a et b) et de Kullback-
Leibler (c et d) en fréquences en ne considérant que 10% de mots sur-représentés
(à gauche) ou en considérant tous les mots (à droite) de taille 6 avec un modèle
de Markov d’ordre 4. Les données visualisées sont les distances (ordonnées) entre
l’ensemble des CDS du génome de référence du maïs et chacun de ses CDS (vert
ou bleu) ou chacun des CDS OGM de l’ensemble FD (orange) en fonction de la
longueur des séquences (abscisses).
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Ne considérer que les mots sur ou sous représentés dans un génome permet
d’accentuer la spécificité du vocabulaire du génome de référence et donc mieux
discriminer des CDS inserts OGM. Plusieurs combinaisons ont été testées : 1%
ou 10% de mots sur-représentés et un mélange composé de 5% de mots sur-
représentés et de 5% de mots sous-représentés. La Figure25 présente les meilleurs
résultats obtenus qui ont permis de déduire si le pourcentage de mots sur ou sous
représentés choisis a une incidence sur les calculs de distance.

Les résultats obtenus avec 1% de mots sur-représentés sont trop sélectifs, un
nombre important de CDS obtient une distance à 1 avec Bray-Curtis ou très
élevés avec Kullback-Leibler, du fait de l’absence d’occurrences de mots. Les dis-
tances obtenues avec un mélange de mots sur et sous représentés sont légèrement
moins élevées que celles obtenues avec 10% de mots sur-représentés. Les distances
obtenues avec l’utilisation de 10% de mots sur-représentés où la totalité des mots
sont très similaires. Comme observé sur la Figure25, avec la distance de Bray-
Curtis, la distance minimale des CDS OGM de l’ensemble FD est de 0,436 en
ne considérant que 10% de mots sur-représentés contre 0,448 lorsque tous les
mots sont pris en compte. Avec la distance de Kullback-Leibler, la distance mi-
nimale des CDS OGM de l’ensemble FD est de 0,443 en ne considérant que 10%
de mots sur-représentés contre 0,439 avec tous les mots. Le temps de calcul est
moins long en utilisant 10% de mots sur-représentés. L’utilisation de 10% de mots
sur-représentés a donc été conservée pour les analyses suivantes surtout pour les
calculs gourmands réalisés sur des mots de taille 9.

5.3.2.7 Influence de la concaténation des troisièmes positions des co-
dons

Les troisièmes positions des codons sont les plus représentatives de l’utilisation
des codons par un organisme (Chapitre 3 partie 3.2.1). Nous voulions réaliser des
analyses R’MES avec des mots de très grande taille (plus de 21 nucléotides)
en phase 3 (paramètre R’MES permettant de tenir compte de la périodicité).
L’utilisation du logiciel R’MES sur des mots d’une telle taille est impossible (la
taille maximale des mots acceptés est de 14). Les résultats statistiques du logiciel
R’MES sont basés uniquement sur les troisièmes positions des codons. Les mêmes
résultats que sur des séquences entières, peuvent ainsi être obtenus en analysant
des mots de 7, 8 ou 9 lettres dans des CDS où seuls les nucléotides à la troisième
position des codons, désignés par CDS3, ont été retenus. L’ensemble des CDS3

permet de considérer les mots de taille n contenant les informations utiles des
mots de taille 3n dans l’ensemble des CDS. L’utilisation du logiciel R’MES sur les
CDS3 sans l’option « -phase » permet donc d’obtenir des résultats équivalents à
ceux de l’analyse des mots de 21, 24 ou 27 nucléotides sur des CDS avec l’option
« -phase ». La concaténation des troisièmes positions des codons a été réalisée
avec des tailles de mots de 3 à 9 lettres correspondant à des séquences de 9 à 27
nucléotides avec un modèle de Markov maximal. Les meilleurs résultats obtenus
pour les données du génome de maïs OGM, permettant de caractériser l’influence
de la concaténation des troisièmes positions des codons par rapport à l’utilisation
de la séquence entière sont présentés sur la Figure 26 et la Figure 27.
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(a) Distance de Bray-Curtis L3M1 CDS3 (b) Distance de Bray-Curtis L9M7

(c) Distance de Kullback-Leibler L3M1 CDS3 (d) Distance de Kullback-Leibler L9M7

Figure 26 – Comparaison des distances de Bray-Curtis (a et b) et de Kullback-
Leibler (c et d) en fréquences en ne considérant que 10% de mots sur-représentés
de taille 9 avec un modèle de Markov d’ordre 7 avec les CDS3 (à gauche) ou
la séquence entière (à droite). Une séquence entière de 9 lettres correspond à
une séquence de 3 lettres avec un modèle de Markov d’ordre 1 en conservant
uniquement les troisièmes positions des codons, les CDS3. Les données visualisées
sont les distances (ordonnées) entre l’ensemble des CDS du génome de référence
du maïs et chacun de ses CDS (vert ou bleu) ou chacun des CDS OGM de
l’ensemble FD (orange) en fonction de la longueur des séquences (abscisses).

Pour les distances de Bray-Curtis et Kullback-Leibler, aucune amélioration
n’est observable avec les distances des CDS3 par rapport aux séquences entières
(Figure 26). La totalité des distances des CDS OGM connus de l’ensemble FD
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ont des valeurs moins élevées avec les CDS3 qu’avec les séquences non concaté-
nées (CDS). Avec la distance de Bray-Curtis, les distances entre chacun des CDS
OGM de l’ensemble FD et l’ensemble des CDS du génome de référence en consi-
dérant la totalité des séquences sont incluses dans l’intervalle [0,98 ; 1,00]. Pour les
mêmes distances mais avec la concaténation des troisièmes positions des codons
(CDS3), l’intervalle est de [0,10 ;1,00]. Néanmoins avec les CDS3, il est possible
de considérer un plus grand nombre de lettres donc une taille de séquence plus
grande.

Les CDS possédant une longueur inférieure à 27 nucléotides ont été écartés
de l’analyse à cause de la taille de mots nécessaire pour le modèle considéré. En
effet, une séquence entière de 27 nucléotides, par exemple :

AGACTGACTGAGCCATGACTCAGTTGC

correspond à une séquence de 9 lettres en ne considérant que les troisièmes posi-
tions des codons, les CDS3, soit avec l’exemple :

AGTGAACTC

Donc un CDS possédant une longueur inférieure à 27 nucléotides ne pourra pas
être utilisé, sa longueur étant inférieure à la taille de mot considérée.

Concernant les distances de Bray-Curtis et Kullback-Leibler entre les CDS
OGM connus de l’ensemble FD et l’ensemble des CDS du génome de référence
(Figure 27, a et c), les distances des CDS3 OGM connus sont élevées et groupées
pour la majorité d’entre elles (Figure 27, points oranges). Certaines distances des
CDS3 OGM connus de l’ensemble FD obtiennent des valeurs moins élevées avec
les CDS3 (Figure 27, cercles rouges). La plupart de ces CDS3 correspondent à
des inserts OGM de riz, espèce très proche phylogénétiquement du maïs. Cette
particularité peut expliquer les faibles distances obtenues pour ces séquences par
rapport à un insert de bactérie où la distance devrait être plus élevée. Les autres
inserts avec une distance faible sont des inserts de maïs, ils seront par la suite
éliminés car un insert provenant de la même espèce que le génome hôte ne peut
pas être qualifié d’OGM.

Pour la distance de Kullback-Leibler sur les CDS3, des distances à 0 sont
observées (Figure 27, cercles bleus). Elles correspondent aux CDS3 où aucun mot
n’a été trouvé. La distance de Kullback-Leibler ne possède pas de valeur maximale
contrairement à la distance de Bray-Curtis. Si aucun mot n’est trouvé dans un
CDS cela signifie qu’il possède un vocabulaire éloigné du génome de référence (la
sélection des mots sur-représentés est réalisée sur l’ensemble des CDS du génome
de référence). Dans les analyses suivantes pour la distance de Kullback-Leibler,
une distance maximale sera automatiquement allouée aux CDS ne présentant
aucun mot dans leur séquence nucléotidique.
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(a) Distance de Bray-Curtis L9M7 CDS3 (b) Distance de Bray-Curtis L9M7

(c) Distance de Kullback-Leibler L9M7 CDS3 (d) Distance de Kullback-Leibler L9M7

Figure 27 – Distances de Bray-Curtis (a et b) et de Kullback-Leibler (c et d)
en fréquences en ne considérant que 10% de mots sur-représentés de taille 9 avec
un modèle de Markov d’ordre 7 avec les CDS3 (soit une séquence entière de 27
nucléotides). A gauche, les données visualisées sont les distances (ordonnées) entre
l’ensemble des CDS du génome de référence du maïs et chacun de ses CDS (vert
ou bleu) ou chacun des CDS OGM de l’ensemble FD (orange) en fonction de
la longueur des séquences (abscisses). A droite, les données visualisées sont les
distances entre l’ensemble des CDS du génome de référence du maïs et chacun
des CDS inserts OGM potentiels du maïs OGM (vert ou bleu) par rapport à la
longueur des séquences.

Concernant les distances de Bray-Curtis et Kullback-Leibler entre les CDS
inserts OGM potentiels du maïs OGM et l’ensemble des CDS du génome de
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référence (Figure 27, b et c), l’utilisation des CDS3 est bénéfique pour la distance
des CDS de l’insert T25 du maïs OGM (points noirs). En effet, les distances des
CDS inserts T25 sont élevées et groupées avec les CDS3. Le calcul est plus rapide
sur les séquences concaténées du fait de leurs longueurs réduites. Le paramètre
CDS3 a donc été conservé pour les prochaines analyses.

5.3.2.8 Visualisation de la densité de points sur les graphiques de
représentation de distances

Sur les graphiques de distances de Bray-Curtis et de Kullback-Leibler, nous
souhaitions pouvoir déterminer le nombre de points se trouvant au dessus des dis-
tances des CDS inserts OGM connus de l’ensemble FD ou pouvant être « cachés »
par d’autres points (plusieurs points superposés de même taille et même distance
n’étaient pas distinguables jusqu’à présent). La question des chevauchements de
points non visibles sur ces graphiques de distance a donc été considérée, avec
notamment l’objectif d’écarter la possibilité que des CDS sauvages avec une dis-
tance élevée puissent être nombreux mais non visibles de par notre représentation
en deux dimensions.
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(a) Distance de Bray-Curtis

(b) Distance de Kullback-Leibler

Figure 28 – Densité de CDS3 par point pour les calculs de distances de Bray-
Curtis (a) et de Kullback-Leibler (b) avec un arrondi à 4 chiffres après la virgule
pour les distances. Calcul des distances de Bray-Curtis en fréquences en ne consi-
dérant que 10% de mots sur-représentés de taille 9 avec un modèle de Markov
d’ordre 7 avec les CDS3. Les données visualisées sont les distances (ordonnées)
entre l’ensemble des CDS du génome de référence du maïs et chacun de ses CDS
(bleu) ou chacun des CDS OGM de l’ensemble FD (orange) en fonction de la
longueur des séquences (abscisses).
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Sur les graphiques précédents (Figure 28), les chevauchements de distances
sont peu présents avec un arrondi des valeurs à 4 chiffres après la virgule, surtout
avec la distance de Kullback-Leibler. Pour obtenir une visualisation plus impor-
tante de la superposition des points avec la distance de Kullback-Leibler, l’arrondi
après la virgule doit être de deux chiffres. Enfin, aucune zone avec une densité par
point importante n’est supérieure aux distances des CDS inserts OGM connus de
l’ensemble FD.

5.3.2.9 Filtre sur la distance avec des mots de taille 3 et un modèle
de Markov d’ordre 1 (L3M1)

Un filtre utilisant des mots de taille 3 avec un modèle de Markov d’ordre
1 (L3M1) a été mis en place pour caractériser les distances tenant compte de
l’usage du codon (Chapitre 3 partie 3.2.1). Le modèle L3M1 utilise des mots
de 3 lettres dont font partie les codons. L’objectif de ce filtre est d’éliminer les
CDS potentiellement OGM présentant un usage du codon proche du génome
de référence, donc une distance faible. Sur la Figure29, l’insert T25 est identifié
en noir, il correspond au résultat que notre méthode de détection doit fournir
lorsque l’OGM de maïs est analysé. A la fin du pipeline de nettoyage sur le maïs
(décrit en Annexe C), un nombre important de CDS potentiellement OGM est
conservé (en vert ou bleu sur la Figure29) dont l’insert T25 fait partie. Notre
but est de réduire le nombre de CDS potentiellement OGM en conservant l’insert
T25 (résultat cible) lors de l’application du filtre en vue de la construction d’un
modèle de prédiction.
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(a) Distance de Bray-Curtis L9M7

(b) Distance de Kullback-Leibler L9M7

Figure 29 – Application du filtre sur la distance L3M1 (points rouges) aux dis-
tances de Bray-Curtis (a) et de Kullback-Leibler (b) en proportions des CDS3 en
ne considérant que 10% de mots sur-représentés de taille 9 en phase 3 avec un mo-
dèle de Markov d’ordre 7. Les données visualisées sont les distances (ordonnées)
entre l’ensemble des CDS du génome de référence du maïs et les CDS poten-
tiellement inserts OGM (vert ou bleu) en fonction de la longueur des séquences
(abscisses).
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Le filtre L3M1 supprime les CDS inserts OGM potentiels qui ont une distance
en L3M1 inférieure au troisième quartile des distances retrouvées entre l’ensemble
des CDS du génome de référence et chacun de ses CDS car leur usage des mots
de taille 3 est trop proche de celui du génome de référence. Une distance (par
exemple, L9M7 avec les paramètres choisies) est ensuite calculée sur les CDS
potentiellement OGM qui passent le filtre (en rouge sur la Figure29). Ce filtre a
été appliqué sur plusieurs tailles de mots, de 3 à 9 avec un modèle de Markov
d’ordre maximal avec des calculs de distances en fréquences et en proportions. La
Figure29 présente les meilleurs résultats obtenus pour chacune des deux distances.

Sur les deux graphiques de la Figure 29, le filtre sur la taille de mots L3M1
(points rouges) permet de réduire notablement le nombre de CDS inserts OGM
potentiels du maïs OGM pour les distances de Bray-Curtis et Kullback-Leibler.
De plus, les CDS de l’insert T25 (points noirs) (Chapitre 2 partie 2.3.1.1) sont
inclus dans le filtre et sont donc considérés comme inserts OGM potentiels. Pour
la distance de Kullback-Leibler, une série de points avec des valeurs élevées est
observée en haut à gauche du graphique. Ces points représentent la valeur maxi-
male allouée pour la distance de Kullback-Leibler. Dans ces cas précis, aucun
mot sur-représenté n’est trouvé dans ces CDS. Le filtre de la distance L3M1 a été
conservé pour la suite des analyses sur le génome du maïs.

5.3.2.10 Filtre sur la profondeur de couverture

Notre hypothèse est que, chez une plante, une séquence d’insert possède une
profondeur de couverture similaire à celle du génome hôte. Pour vérifier cette
hypothèse, un filtre sur la profondeur de couverture* a été mis en place pour
supprimer les CDS potentiellement inserts dont la profondeur de couverture du
contig (séquences provenant d’un assemblage) associé est trop éloignée de celle
du génome de référence. En effet, pour déterminer le seuil du filtre, la moyenne de
la profondeur de couverture du chromosome le plus long du génome de référence
est majorée de 120%. Cette majoration a été déterminée de façon empirique pour
ne pas être trop drastique, une marge de 120% par rapport à la profondeur de
couverture du plus long chromosome est donc considérée. Tous les CDS dont
le contig associé présente une profondeur de couverture inférieure à ce seuil et
supérieure à 2 sont conservés. Ce filtre a été appliqué sur plusieurs tailles de
mots, de 3 à 9 avec un modèle de Markov d’ordre maximal avec des calculs
de distances en fréquences et en proportions. La Figure30 illustre les meilleurs
résultats obtenus pour chacune des deux distances.

Comme pour le filtre L3M1 précédent, l’objectif est de réduire le nombre de
CDS potentiellement inserts en conservant l’insert T25 dans les résultats. Pour
les distances de Bray-Curtis et Kullback-Leibler, le filtre sur la profondeur de
couverture discrimine certains CDS inserts OGM potentiels. Les CDS de l’insert
T25 (points noirs) sont inclus dans le filtre : ils possèdent une profondeur de
couverture similaire à celle du génome de référence du maïs et supérieure à 2.
Le filtre de la profondeur de couverture a donc été conservé pour la suite des
analyses sur le génome du maïs.
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(a) Distance de Bray-Curtis

(b) Distance de Kullback-Leibler

Figure 30 – Application du filtre sur la profondeur de couverture (points roses)
aux distances de Bray-Curtis (a) et de Kullback-Leibler (b) en proportions des
CDS3 en ne considérant que 10% de mots sur-représentés de taille 9 en phase 3
avec un modèle de Markov d’ordre 7. Les données visualisées sont les distances
entre l’ensemble des CDS du génome de référence du maïs et chacun des CDS
potentiellement inserts OGM (vert ou bleu) par rapport à la longueur des sé-
quences.
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5.3.2.11 Bilan : paramètres les plus probants

Les meilleurs paramètres obtenus pour la distance de Bray-Curtis et de Kullback-
Leibler en fréquences avec le génome du maïs OGM sont la combinaison des deux
filtres (L3M1 et profondeur de couverture) et la concaténation des troisièmes po-
sitions des codons en ne considérant que 10% de mots sur-représentés de taille 9
et un modèle de Markov d’ordre maximal.

Concernant les distances en proportions, les meilleurs paramètres pour la dis-
tance de Bray-Curtis sont des mots de taille 5 avec un modèle de Markov d’ordre
3 (Figure 31a) et pour la distance de Kullback-Leibler, des mots de taille 6 avec
un modèle de Markov d’ordre 4 en considérant tous les mots (Figure 31b).

La distance de Bray-Curtis permet de discriminer un nombre plus important
de CDS inserts OGM potentiels après l’application des deux filtres (L3M1 et
profondeur de couverture) par rapport à la distance de Kullback-Leibler.
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(a) Distance de Bray-Curtis L5M3

(b) Distance de Kullback-Leibler L6M4

Figure 31 – Application des deux filtres (points violets) aux distances de Bray-
Curtis (a) et de Kullback-Leibler (b) en proportions des CDS3 en ne considérant
que 10% de mots sur-représentés de taille 9 avec un modèle de Markov d’ordre 7.
Les données visualisées sont les distances (ordonnées) entre l’ensemble des CDS
du génome de référence du maïs et chacun des CDS potentiellement inserts OGM
(vert ou bleu) en fonction de la longueur des séquences (abscisses).
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5.3.3 Analyse d’un OGM bactérien plutôt que végétal

Pour connaître la proportion de reads d’origine bactérienne présentes dans les
données de séquençage du maïs OGM fournis par le Laboratoire de la Santé des
Végétaux (LSV), un alignement Bowtie2 [118] de ses reads a été réalisé sur la
banque de données NCBI Nucléotides installée localement. Le résultat a ensuite
été converti en sortie BLAST [121] et visualisé via le logiciel Krona [131] sur la
Figure 32. Sur cette figure, le maïs OGM s’aligne à différentes variétés de maïs à
environ 91% (Zea mays), à d’autres plantes à environ 8% et à un peu plus de 1%
de bactéries sauvages. Les bactéries de l’environnement ainsi que la contamination
bactérienne étant très présentes dans les données de séquençage du maïs, il est
très difficile de les distinguer de celles provenant d’un insert OGM.

Figure 32 – Visualisation de la composition des reads des données de séquençage
du maïs OGM (fournis par la LSV) à l’aide de l’outil Krona.
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La taille du génome du maïs est élevée (2,134 Gbp) et l’ensemble de nos ana-
lyses (du pipeline de nettoyage aux calculs d’une distance comme L9M7) nécessite
un temps de calcul d’environ une semaine. Pour la bactérie GM qui possède un
génome de petite taille, la totalité des étapes permettant de détecter un OGM
inconnu est réalisée en quelques heures. L’impossibilité de différencier les CDS
appartenant à des bactéries provenant de l’environnement des CDS bactériens
d’inserts GM d’une part, ainsi que le temps de calcul d’autre part, nous ont
orienté vers l’analyse de bactéries GM pour affiner les paramètres à utiliser sur
un cas plus simple.

5.3.4 Cas de la bactérie B. subtilis

Après l’utilisation des paramètres les plus probants obtenus à partir du maïs
OGM et appliqués à la bactérie B. subtilis GM, la stratégie de nettoyage a été
modifiée pour prendre en compte les CDS du génome hôte plutôt que les CDS
du génome de référence. Les distances des CDS OGM connus et potentiels sont
donc comparées aux distances de l’ensemble des CDS du génome hôte. Pour les
graphiques suivants, les jeux de données utilisés sont les distances entre l’ensemble
des CDS du génome hôte de la bactérie B. subtilis GM et chacun des CDS du
génome hôte, des CDS de la banque de données d’OGM connus et des CDS inserts
OGM potentiels.

Les meilleurs paramètres obtenus avec le génome du maïs OGM sont testés
avec la bactérie B. subtilis GM (Chapitre 5 partie 5.3.4.1). Des ajustements ont
été nécessaires pour parvenir à isoler les CDS inserts OGM. Les mots de 27
lettres en ne prenant que les troisièmes positions des codons (CDS3), tirés de
l’observation chez le maïs, ont été conservés pour les analyses sur la bactérie B.
subtilis GM. Pour chaque taille de mot, l’ordre de Markov maximal est conservé.
En proportions, les distances de Bray-Curtis et Kullback-Leibler ont été testées
avec tous les mots de taille 3 à 8. En fréquences, les distances de Bray-Curtis
et Kullback-Leibler ont été testés avec 10% de mots sur-représentés de taille 3
à 9 pour les fréquences avec les CDS3 (Chapitre 5 partie 5.3.4.2 et 5.3.4.3) sauf
pour la distance L3M1 où tous les mots sont conservés (il y a peu de mots de 3
lettres). Le calcul des distances en proportions avec des mots de 9 lettres n’est pas
réalisable sur la totalité du génome de la bactérie B. subtilis GM avec le logiciel
R’MES.

5.3.4.1 Combinaison des filtres L3M1 et profondeur de couverture

Comme avec le maïs OGM, les filtres utilisant la distances L3M1 et la profon-
deur de couverture ont été appliqués aux jeux de données de la bactérie B. subtilis
avec les mêmes paramètres.
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(a) Distance de Bray-Curtis

(b) Distance de Kullback-Leibler

Figure 33 – Application des deux filtres (en violet) aux distances de Bray-Curtis
(a) et de Kullback-Leibler (b) en fréquences des CDS3 en ne considérant que 10%
de mots de taille 9 avec un modèle de Markov d’ordre 7. Les données visualisées
sont les distances (ordonnées) entre l’ensemble des CDS du génome de référence
de Bacillus subtilis et chacun des CDS potentiellement inserts OGM (vert ou
bleu) en fonction de la longueur des séquences (abscisses).
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La combinaison des deux filtres, la distance L3M1 et la profondeur de couver-
ture, ne permet pas de discriminer un nombre important de CDS sur la bactérie
par rapport aux résultats obtenus pour le maïs OGM. Le filtre sur la profondeur
de couverture n’est pas applicable aux bactéries. En effet, un insert peut être
inséré dans un plasmide et ainsi posséder une profondeur de couverture beaucoup
plus importante que le génome hôte. Les filtres usage du codon et profondeur
de couverture ont été abandonnés dans les analyses suivantes sur des bactéries
mais resteront d’actualité dans les versions futures de la méthode dédiées aux
eucaryotes.

5.3.4.2 Influence de la taille de mots sur la distance en fréquences

En fréquences, les tailles de mots de 3 à 9 sont traités en considérant uni-
quement 10% de mots sur-représentés sur des CDS3 sauf pour L3M1 où tous les
mots sont pris en compte (car il y a peu de mots de taille 3). Ces paramètres sont
testés avec la distance de Bray-Curtis et la distance de Kullback-Leibler.

Sur la Figure34, les CDS3 inserts OGM ont des distances de Bray-Curtis très
diverses. Les résultats attendus sont que les CDS3 inserts OGM ont des distances
supérieures aux CDS3 du génome hôte, donc plutôt au-dessus du corps de la boîte
à moustache des CDS3 appartenant au génome hôte. Par rapport aux CDS3 de la
banque d’inserts OGM connus, les CDS3 inserts OGM (Figure 34, étoiles noires)
devaient être à l’intérieur du corps de la boîte à moustache (50% des données)
des CDS3 appartenant à la banque de données d’inserts OGM connus.

Aucune taille de mots ne se distingue par rapport aux autres entre les deux
ensembles. Cependant, avec des mots de 9 lettres et un modèle de Markov d’ordre
maximal (L9M7), les CDS3 de la banque de données OGM connus ont des dis-
tances plus élevées que les CDS3 apparentés au génome hôte. De plus, la distance
L9M7 a montré, chez le maïs, une capacité à grouper les CDS OGM de l’ensemble
FD avec des valeurs de distance élevées. Le modèle L9M7 est donc privilégié pour
la suite des analyses.
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(a) Distance de Bray-Curtis en fréquence avec des mots de 3 à 6
lettres

(b) Distance de Bray-Curtis en fréquence avec des mots de 7 à 9
lettres

Figure 34 – Comparaison des résultats de la bactérie B. subtilis avec des tailles
de mots de 3 à 9 et un ordre de Markov maximal sur la distance de Bray-Curtis
en fréquences des CDS3 en ne considérant que 10% de mots sur-représentés sur les
données des CDS hôte (partie gauche) ou la banque de données de CDS inserts
OGM connus (partie droite).
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5.3.4.3 Influence de la taille de mots sur la distance en proportions

(a) Distance de Bray-Curtis en proportion avec des mots de 3 à 6
lettres

(b) Distance de Bray-Curtis en proportion avec des mots de 7
et 8 lettres

Figure 35 – Comparaison des résultats de la bactérie B. subtilis avec des tailles
de mots de 3 à 8 avec un ordre de Markov maximal sur la distance de Bray-Curtis
en proportions en considérant tous les mots sur les données des CDS de l’hôte
(partie gauche) ou la banque de données de CDS d’inserts OGM connus (partie
droite).
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Pour caractériser les CDS inserts d’une bactérie GM, l’influence de la taille
de mots a été testée sur la bactérie B. subtilis GM pour toutes les tailles de
mots allant de 3 à 8 pour les distances de Bray-Curtis et de Kullback-Leibler
en proportions et en considérant tous les mots. Les résultats avec la distance de
Bray-Curtis sont illustrés sur la Figure35.

Comme avec les distances en fréquences, les distances des CDS d’inserts OGM
sont diverses. Cependant, avec une taille de mot de 3 ou 4, l’intervalle entre le
premier et le troisième quartile des deux boîtes à moustaches, celle pour les CDS
de l’hôte et celle pour les CDS d’OGM connus, ne se chevauchent pas ou très
peu. Les distances obtenues pour ces deux tailles de mots permettent de mieux
caractériser les CDS de l’hôte par rapport aux CDS d’OGM connus. Les distances
en proportions L3M1 et L4M2 sont donc privilégiées pour la suite des analyses.

5.4 Conclusion

De nombreuses stratégies ont été testées à l’aide des paramètres du logiciel
R’MES pour optimiser la détection d’OGM inconnus. Les résultats obtenus avec
la distance de Kullback-Leibler sont proches de ceux obtenus avec la distance de
Bray-Curtis. Néanmoins, cette dernière a été choisie car, avec la bactérie B. subti-
lis GM, elle permet de mieux caractériser les inserts avec des valeurs de distances
élevées. De plus, elle possède une valeur maximale bien déterminée (égale à 1
lorsque les deux ensembles de données n’ont aucun point en commun et à 0
lorsque ceux-ci ont une composition identique) contrairement à la distance de
Kullback-Leibler qui ne possède pas de maximum défini. Enfin, la distance de
Bray-Curtis fournit des distances plus homogènes par rapport à la distance de
Kullback-Leibler.

La distance de Bray-Curtis a été choisie avec trois combinaisons paramétriques
différentes pour être utilisées conjointement comme variables explicatives dans
l’étape de construction d’un modèle de prédiction décrite dans le Chapitre 6 :

— P L3M1 : la distance de Bray-Curtis en proportions en considérant tous
les mots de 3 lettres selon le modèle de Markov d’ordre 1

— P L4M2 : la distance de Bray-Curtis en proportions en considérant tous
les mots de 4 lettres selon le modèle de Markov d’ordre 2

— F L9M7 : la distance de Bray-Curtis en fréquences en considérant unique-
ment 10 % de mots de 9 lettres les plus sur-représentés selon le modèle de
Markov d’ordre 7 sur les CDS3.

La combinaison P L3M1 a été choisie car ce calcul caractérise les mots de
trois lettres des CDS, ce qui est spécifique au vocabulaire du génome de l’hôte, y
compris l’utilisation des codons. La combinaison P L4M2 caractérise les CDS en
utilisant des mots de petite taille et donc plus fréquents, distincts de l’usage du
codon, afin d’obtenir une distribution plus précise des mots sur le CDS. Outre
son apport d’informations, la combinaison P L4M2 contribue à l’insensibilité de
la méthode lorsque l’insert OGM présente un usage des codons/dicodons (deux
triplets de nucléotides) optimisé par rapport au génome hôte. Enfin, la distance
de Bray-Curtis en fréquences sur les CDS3 en ne considérant que 10% de mots
sur-représentés en L9M7 analyse les CDS en utilisant des mots longs et sur-
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représentés (en raison de la concaténation de la troisième position du codon).
Ce paramétrage rend les mots trouvés dans le CDS comparé très spécifiques (en
raison de leur longueur) et adaptés à l’usage du codon du génome de l’hôte (en
considérant seulement les troisièmes lettres des mots de 27 lettres du CDS).

Ces calculs de distance de Bray-Curtis avec les paramétrages P L3M1, P L4M2
et F L9M7 sont effectués sur chacun des trois ensembles de CDS obtenus à la fin
du pipeline de nettoyage (Chapitre 4 partie 4.2), comme résumé dans la Figure
36. Seuls les CDS d’une longueur supérieure ou égale à 27 nucléotides sont utilisés,
en raison de la longueur minimale de la taille des mots considérée dans le calcul
de la distance de Bray-Curtis L9M7 en fréquences (Chapitre 5 partie 5.3.2.7).

Figure 36 – Distances de Bray-Curtis calculées en proportions (P L3M1 et P
L4M2) et en fréquences (F L9M7) pour obtenir les données d’apprentissage et de
prédiction utilisées pour l’établissement d’un modèle de prédiction.

Ce chapitre permet de fournir des variables potentiellement explicatives, les
calculs de distances de Bray-Curtis avec les paramétrages P L3M1, P L4M2, F
L9M7, de la variable à expliquer (« OGM » ou « non OGM »).
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Chapitre 6

Proposition d’un modèle de prédic-
tion des OGM inconnus

Sommaire

6.1 Objectifs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89

6.2 Méthodes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 90

6.2.1 Données . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 90
6.2.1.1 Variables explicatives sélectionnées . . . . . . 90
6.2.1.2 Données d’apprentissage et de prédiction . . 91

6.2.2 Contexte statistique de la discrimination . . . . . . . . 91
6.2.3 Utilisation de l’apprentissage automatique . . . . . . . 92
6.2.4 Critère de sélection de la/des méthodes les plus perfor-

mantes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 95
6.2.5 Application de la validation croisée pour évaluer la qua-

lité de modélisation et de prédiction de chaque méthode 97
6.3 Application . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98

6.3.1 Résultats pour chaque méthode . . . . . . . . . . . . . 98
6.3.2 Résultats pour deux méthodes combinées . . . . . . . 102

6.4 Conclusion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103

Pour valider les différences établies par l’utilisation d’un calcul de distance
entre le génome hôte et ces CDS potentiellement inserts, un modèle de prédiction
est utilisé. Le machine learning ou apprentissage automatique est un domaine
d’étude incluant l’application et le développement d’algorithmes informatiques
permettant d’établir un modèle à partir de données. Les méthodes de machine
learning permettent ainsi d’expliquer et de prédire des données [9, 132].

6.1 Objectifs

L’étape d’élaboration d’un modèle de prédiction a pour but de prédire les
CDS inserts OGM avérés. L’objectif est de construire un modèle statistique de
prédiction du statut d’un échantillon contenant potentiellement des OGM incon-
nus. Dans ce but, des variables explicatives sont utilisées pour caractériser les
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données de l’échantillon et ainsi prédire la variable cible ou de prédiction (dans
notre cas, « OGM » ou « non OGM »).

6.2 Méthodes

6.2.1 Données

Les différents tests réalisés avec les données de séquençage du maïs OGM ont
constitué un travail préparatoire pour l’application de la méthode aux eucaryotes
et aux bactéries. Le jeu de données de séquençage de la bactérie B. subtilis GM
publié par le laboratoire du JRC, a constitué le mètre étalon pour élaborer notre
méthode de détection des OGM inconnus sur les bactéries.

Deux jeux de données de séquençage haut débit de la bactérie B. subtilis sont
utilisés pour cette mise au point. Le premier jeu correspond à une bactérie GM et
le second à une bactérie sauvage (Chapitre 2 partie 2.3.2.1). De plus, la banque de
données de CDS OGM de différentes espèces fournie par le JRC [56] et complétée
par des CDS d’inserts GM bactériens issus ou déduits de la littérature (Chapitre
4 partie 4.2.3) est utilisée lors de l’apprentissage automatique.

Le nombre de variables explicatives est identique pour tous les jeux de données.
Cependant, le nombre d’observations dépend du jeu de données. Ces informations
sont précisées dans le Chapitre 7 partie 7.3 lors de l’application de ces données.

6.2.1.1 Variables explicatives sélectionnées

Les variables explicatives permettent de caractériser les données de l’échan-
tillon et ainsi d’établir un modèle. Dans le chapitre précédent (Chapitre 5 partie
5.4), les distances de Bray-Curtis avec les paramétrages P L4M2, P L3M1 et
F L9M7 calculées entre l’ensemble des CDS du génome hôte et chacun de ces
CDS ou chacun des CDS de la banque de données d’OGM connus ou chacun des
CDS inserts GM potentiels ont été sélectionnées. Ces trois distances constituent
une partie des variables explicatives utilisées pour l’élaboration du modèle de
prédiction.

En complément de ces distances de Bray-Curtis, d’autres variables explicatives
sont calculées pour chaque CDS des trois ensembles de données (CDS du génome
hôte, CDS OGM connus et CDS potentiels). Ces variables sont :

— la longueur du CDS,
— la moyenne AH(S) d’une séquence S des scores d’exceptionnalité fournis

par R’MES dans le génome hôte pour L4M2 et L9M7 (Équation 6.1 ci-
après),

— la densité de comptage par nucléotide dans le CDS considéré pour les
mots de 4 et 9 lettres (somme des comptages C(m,S) de tous les mots
sélectionnés m, divisée par la longueur du CDS S )

— le pourcentage en GC du CDS considéré.
La moyenne des scores d’exceptionnalité permet d’estimer l’exceptionnalité moyenne
des mots trouvés dans le CDS considéré compte tenu de la composition des CDS
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du génome hôte. Elle est décrite par l’équation :

AH(S) =

∑

m∈M
K(m,H)× C(m,S)

∑

m∈M
C(w, S)

(6.1)

où K(m,H) est le score d’exceptionnalité de R’MES d’un mot m dans les
CDS du génome hôte H. C(m,S) correspond au nombre d’occurrences de mots
m dans la séquence S dans l’ensemble des mots sélectionnés M et w représente
chaque mot.

Pour la création du modèle de prédiction, neuf variables explicatives sont
présentes.

6.2.1.2 Données d’apprentissage et de prédiction

Les données d’apprentissage sont constituées des CDS apparentés au génome
hôte d’une part et des CDS de la banque de données d’inserts OGM connus
filtrés d’autre part. Ces données ont un statut OGM/non-OGM connu, elles sont
utilisées pour construire un modèle visant à différencier un CDS insert GM d’un
CDS appartenant au génome hôte.

Les CDS codant les ARN non messagers ont été supprimés de ces données
d’apprentissage, un CDS insert OGM ne peut être uniquement constitué d’ARNr
(ARN ribosomique) ou d’ARNt (ARN de transfert). Si un insert OGM était
constitué uniquement d’ARNr cela conduirait probablement à une mort préma-
turé de la cellule. En effet, les mécanismes impliquant les ARNr (comme la traduc-
tion) représentent une machinerie cellulaire complexe, la modifier est très difficile.
Si un insert OGM était constitué uniquement d’ARNt, cela reviendrait à modi-
fier l’usage du codon car les ARNt sont impliqués dans la synthèse des protéines.
L’expression d’un nombre important de gènes serait alors modifié entraînant une
diminution de la valeur sélective de la bactérie. La bactérie serait ainsi moins
compétitive, voire non viable.

Les données de prédiction sont constituées des CDS OGM candidats qui ne
se sont pas alignés sur le pangénome (Chapitre 4 partie 4.2.2).

Dans le cas des données de B. subtilis GM, 4102 CDS sont identifiés comme
apparentés au génome hôte et 2714 CDS comme provenant de la banque de don-
nées d’OGM connus filtrée. Le nombre de CDS potentiellement OGM est de 39
où 37 sont des CDS OGM avérés et 2 sont des CDS non-OGM.

6.2.2 Contexte statistique de la discrimination

Le machine learning utilise des algorithmes d’apprentissage qui, à partir d’un
jeu de données, retournent plusieurs modèles. Les algorithmes d’apprentissage
supervisés (Figure 37) utilisent, en complément des variables explicatives, une
variable cible, à prédire (par exemple, « OGM » ou « non OGM » dans le cadre
de ces travaux de recherche). Il existe différents types d’apprentissages supervisés
en fonction de la nature de la variable cible : ceux pour résoudre des problèmes de
discrimination et ceux pour résoudre des problèmes de régression. La discrimina-
tion est utilisée lorsque la variable cible est qualitative et la régression lorsque la
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variable cible est numérique. Notre modèle de prédiction se situe dans un contexte
supervisé où la variable cible est booléenne (« OGM » ou « non OGM »). Les
méthodes standards de discrimination statistique sont donc utilisées.

Figure 37 – Exemple schématique d’application de machine learning pour la
prédiction des sites d’initiation de la transcription ou Transcription Start Sites
(TSS). Les données d’apprentissage (Training set), constituées de séquences ADN,
sont fournies en entrée d’une procédure d’apprentissage avec les informations in-
diquant si chaque séquence est centrée sur un TSS ou non. L’algorithme d’ap-
prentissage produit un modèle qui est ensuite utilisé pour prédire si les séquences
ADN présentent dans les données de prédiction (testing set) sont centrées sur un
TSS ou non (Predicted labels) [9].

La discrimination permet d’établir une différence basée sur les variables ex-
plicatives utilisées. De nombreuses méthodes de discrimination sont disponibles
(notamment dans le package caret sous le langage de programmation et logiciel
R [133]).

6.2.3 Utilisation de l’apprentissage automatique

Plusieurs méthodes supervisées correspondant à des modèles de discrimination
ont été appliquées à nos données. Le choix de ces méthodes a été réalisé en sélec-
tionnant des méthodes couramment utilisées comportant à la fois des méthodes
paramétriques et non paramétriques. Les méthodes paramétriques sont princi-
palement basées sur des hypothèses de distribution des données (généralement
Gaussienne) contrairement aux méthodes non paramétriques.

Douze méthodes de discrimination qualitative sont testées et comparées au
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sein d’une procédure d’apprentissage automatique. Les méthodes paramétriques
sélectionnées sont :

— Le modèle linéaire généralisé (Logit), qui correspond à une généralisation
de la régression linéaire. Les modèles logistiques visent à construire un
modèle expliquant une variable expliquée binaire à partir d’un ensemble
de variable explicatives à partir d’un modèle Logit. Ce modèle est résolu
par maximisation de la vraisemblance.

— L’analyse discriminante linéaire stepwise (stepLDA), qui recherche des
combinaisons linéaires des variables explicatives qui séparent au mieux
les observations selon les modalités de la variable de prédiction. L’option
stepwise permet de sélectionner automatiquement les meilleures variables
explicatives à utiliser dans le modèle.

— L’analyse discriminante quadratique stepwise (stepQDA). Cette méthode
recherche des combinaisons non linéaires des variables explicatives pour
séparer les observations selon les modalités de la variable à expliquer.

— La régression par les moindres carrés partiels (PLS). Elle est élaborée à
partir d’une régression linéaire sur composantes. Une régression par les
moindres carrées est ensuite effectuée sur ces composantes plutôt que sur
les données initiales.

Les méthodes non paramétriques choisies sont :
— Les réseaux de neurones (nnet). Cette méthode inspirée de la structure

et du fonctionnement des réseaux de neurones biologiques. Des réseaux
représentent une perception constituée d’une ou plusieurs couches de neu-
rones (i.e., variables explicatives) liées à la variable de prédiction par des
poids. Ces poids sont mis à jour par un algorithme du gradient qui calcule
le gradient de l’erreur pour chaque neurone, de la dernière couche vers la
première.

— La machine à vecteur de support. Avec une fonction noyau de base radiale
(svmRadial), elle permet de classer les observations selon un hyperplan
construit dans l’espace des variables. Un hyperplan d’un espace vectoriel
de dimension quelconque représente la généralisation des plans vectoriels
d’un espace de dimension 3. A cette fin, une fonction noyau de base radiale
est utilisée pour transformer les données d’entrée non linéaires en données
linéaires dans un espace dimensionnel plus grand dans lequel il est probable
qu’il existe une séparation.

— Les k plus proches voisins (knn). C’est une méthode basée sur des com-
paraisons avec les observations adjacentes. Elle utilise l’ensemble des ob-
servations pour définir un nombre k permettant d’affecter la classe d’une
observation suivant ses k plus proches voisins.
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Figure 38 – Évolution des techniques de machine learning concernant les arbres
de décision [134].

Parmi les méthodes non paramétriques, certaines sont basées sur des arbres
de décision qui utilisent une représentation en forme d’arbre pour classifier les
observations (Figure 38) :

— L’algorithme de discrimination C5.0 (C5.0). Cet algorithme est décrit par
Quinlan [135], il ajuste des modèles d’arbres de décision pour la discrimi-
nation des données.

— Les arbres de partitionnement récursifs (rpart). Ces arbres sont inspirés de
l’approche des arbres de discrimination et de régression (CART) introduits
par Breiman et al. en 1984 [136]. Ils permettent de réaliser l’apprentissage
selon un partitionnement récursif des observations grâce à des règles ap-
pliquées aux variables explicatives.

— Les arbres de discrimination avec Bagging (Treebag). Ces arbres utilisent
la méthode du Bagging, contraction de Boostrap Aggregating, introduite
par Breiman et al. en 1996 [137]. Le Bagging consiste à agréger par vote
majoritaire, indépendamment les unes des autres, une collection de va-
riables d’entrée faibles pour obtenir de meilleurs variables de prédiction.

— Les forêts aléatoires (RF). Cette méthode combine la construction de nom-
breux arbres de décision avec l’approche du Bagging. Un grand nombre
d’arbres décisionnels est construit sur un nombre restreint de variables
explicatives pour être ensuite entraîné sur des sous ensembles du jeu de
données.

— L’extrême gradient boosting (xgboost). Cette méthode utilise l’algorithme
de plusieurs arbres de Boosting de gradient. Le Boosting de gradient [138]
combine les résultats d’un ensemble de modèles plus simples et plus faibles
élaborés séquentiellement à partir des données d’apprentissage permettant
ainsi une auto-amélioration des prédictions.
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6.2.4 Critère de sélection de la/des méthodes les plus per-

formantes

Pour évaluer les performances d’un modèle, plusieurs indicateurs de perfor-
mances sont disponibles. Dans le cas d’un problème de classification supervisée
à deux classes, seules quatre situations sont possibles lorsque le modèle attribue
une classe à une observation. Ces situations sont résumées dans une matrice de
confusion (Tableau 7). Les quatre situations sont les suivantes :

— Les faux positifs (FP) correspondent aux observations de la classe non-
OGM mal prédits par le modèle.

— Les faux négatifs (FN) correspondent aux observations de la classe OGM
mal prédits par le modèle.

— Les vrais positifs (VP) correspondent aux observations de la classe OGM
bien prédits par le modèle.

— Les vrais négatifs (VN) correspondent aux observations de la classe non-
OGM bien prédits par le modèle.

Prédiction du modèle

Classe OGM Classe non-OGM

Données Classe OGM Vrais positifs Faux négatifs

réelles Classe
non-OGM

Faux positifs Vrais négatifs

Tableau 7 – Matrice de confusion pour un modèle de classification à deux classes.

A partir de cette matrice de confusion, quatre critères de performances sont
calculés pour évaluer la qualité du modèle :

— La sensibilité mesure la capacité d’un modèle à prédire correctement les
CDS inserts OGM lorsqu’ils sont CDS inserts OGM dans la réalité. Elle
est définie par l’équation suivante :

Se =
V P

V P + FN
(6.2)

— La spécificité mesure la capacité d’un modèle à prédire correctement les
CDS du génome hôte (non-OGM) lorsqu’ils sont CDS du génome hôte
dans la réalité. Elle est définie par l’équation suivante :

Sp =
V N

V N + FP
(6.3)

— Le taux de faux positifs mesure le taux d’erreurs lorsque le modèle prédit
des CDS inserts OGM alors qu’ils sont des CDS du génome hôte (non-
OGM) dans la réalité. Elle est définie par l’équation suivante :

TFP =
FP

FP + V P
(6.4)
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— Le taux de faux négatifs mesure le taux d’erreurs lorsque le modèle prédit
des CDS du génome hôte (non-OGM) alors qu’ils sont CDS inserts OGM
dans la réalité. Elle est définie par l’équation suivante :

TFN =
FN

FN + V N
(6.5)

La meilleure méthode prédictive a ensuite été sélectionnée à l’aide de ces
quatre critères de performance. Le critère de performance le plus important est
le taux de faux positifs. En effet, la méthode ne doit pas prédire un CDS insert
GM comme un CDS apparenté au génome hôte. Dans un second temps, la mé-
thode choisie doit permettre d’obtenir des résultats très fiables, donc ayant une
spécificité et une sensibilité élevées. Le taux de faux négatifs est moins contrai-
gnant car lorsqu’un CDS appartenant au génome hôte est prédit comme CDS
GM, l’utilisateur pourra facilement l’écarter après des analyses complémentaires
pour confirmer et vérifier l’exactitude des résultats.

Figure 39 – Courbes ROC pour la détection de fragments de protéines en fonc-
tion de la longueur et du niveau de bruit des fragments [139]. L’échelle en ordonnée
représente la sensibilité. L’échelle en abscisse représente 1 - spécificité.

Un autre indicateur permettant d’évaluer les performances d’un modèle est
la courbe ROC (Receiver Operating Characteristic). Une courbe ROC permet
de mesurer les performances d’un modèle de discrimination binaire c’est à dire
une classification selon deux groupes distincts (dans notre cas, « OGM » et « non
OGM »). Cette courbe trace le la sensibilité en fonction de 1 - spécificité (Exemple
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sur la Figure 39). Plus l’aire sous la courbe ROC est grande, meilleurs sont les
résultats.

6.2.5 Application de la validation croisée pour évaluer la

qualité de modélisation et de prédiction de chaque

méthode

Pour évaluer la qualité de prédiction et de modélisation de chaque modèle de
discrimination, une validation croisée de type k-fold a été mise en place.

Figure 40 – Validation croisée 5-fold. Les données de calibration sont repré-
sentées en orange et les données de prédiction en blanc pour chacun des 5 folds
[140].

Ce type de validation croisée consiste à partitionner un échantillon en k sous-
échantillons de tailles similaires, à savoir un jeu de calibration composé de k-1
sous-échantillons et un jeu de validation, le sous-échantillon k restant. Chacune
des parties sera tour à tour utilisée comme données de prédiction (Figure 40).
La méthode est donc appliquée k fois pour que chaque sous-échantillon soit em-
ployé une seule fois comme données de prédiction. Les données de calibration (ou
d’apprentissage) évaluent la qualité de modélisation du modèle et les données de
prédiction évaluent la qualité de prédiction du modèle. La validation croisée est
utilisée pour éviter le sur-apprentissage [141]. Le sur-apprentissage ou overfitting
signifie que le modèle est surentraîné, il modélise trop bien les données d’ap-
prentissage entraînant généralement de mauvaises prédictions sur de nouvelles
observations.

Avant d’effectuer une validation croisée, les données sont préalablement stra-
tifiées, centrées et réduites. L’échantillonnage stratifié permet une répartition ho-
mogène des CDS inserts OGM connus dans les données échantillonnées lors de
la validation croisée. La proportion d’inserts OGM est la même dans les données
d’apprentissage que dans les données de prédiction. Les variables explicatives sont

97



Chapitre 6. Proposition d’un modèle de prédiction des OGM inconnus

centrées et réduites afin que chacune ait le même poids dans le modèle. En effet,
sans ce pré-traitement, les variables explicatives de plus grandes variances (géné-
ralement celles qui sont mesurées sur des échelles plus grandes) auraient plus de
poids dans la construction du modèle.

Les paramètres de chacune des douze méthodes sont optimisés suivant une
première validation croisée 10-fold. Les performances des méthodes sont compa-
rées sur la base d’une seconde validation croisée 2-fold.

6.3 Application

6.3.1 Résultats pour chaque méthode

La Figure 41 illustre les résultats obtenus à partir des douze méthodes de
discrimination testées 50 fois et appliquées aux données d’apprentissage de la
bactérie B. subtilis GM. Ces redondances de processus assurent la robustesse
des résultats, certaines méthodes étant non déterministes*. Les méthodes non
déterministes produisent un résultat différent entre deux analyses utilisant des
données d’entrées et paramètres identiques.

Les méthodes RF, C5.0, Treebag, et xgboost obtiennent les meilleurs résultats
sur les données de calibration et de prédiction (Figure 41). Avec les données de
calibration, les méthodes RF, Treebag et C5.0 ont une sensibilité et une spécificité
de 1, un taux de faux positifs et faux négatifs à 0. La méthode xgboost obtient 0.99
en sensibilité et spécificité, un taux de faux positifs et faux négatifs à 0.01 avec les
données de calibration. Avec les données de prédiction, les méthodes RF et C5.0
ont une sensibilité et une spécificité de 0.98 avec un taux de faux positifs à 0.015
et de faux négatifs à 0.01. Les méthodes Treebag et xgboost ont une sensibilité
et une spécificité à 0.97 avec un taux de faux positifs et faux négatifs à 0.015.
Avec les données de calibration, la méthode Logit obtient une sensibilité à 0.95,
une spécificité à 0.95, un taux de faux positifs à 0.05 et un taux de faux négatifs
à 0.04. Avec les données de prédiction, la méthode Logit obtient une sensibilité
à 0.95, une spécificité à 0.94, un taux de faux positifs à 0.05 et un taux de faux
négatifs à 0.04. D’après les critères de performances sélectionnées (partie 6.2.3),
la méthode RF est privilégiée. En effet, elle présente le taux de faux positifs le
plus faible des douze méthodes ainsi qu’une sensibilité et spécificité élevée avec
les données de prédiction.

Pour chaque méthode, la courbe ROC (graphique représentant la sensibilité
et la spécificité d’un modèle) et l’importance de l’utilisation de chaque variable
parmi les neuf variables explicatives disponibles ont également été calculées.
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(a) Données de calibration

(b) Données de prédiction

Figure 41 – Résultats des 12 méthodes de calibration (a) et de prédiction (b)
sur 50 simulations avec les données d’apprentissage de la bactérie B. subtilis GM
suivant les quatre critères de performance : la sensibilité, la spécificité, le taux de
faux positifs et le taux de faux négatifs.
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La Figure 42 présente l’importance des neuf variables explicatives obtenues
à partir des douze méthodes de discrimination testées 50 fois et appliquées aux
données d’apprentissage de la bactérie B. subtilis GM.

Figure 42 – L’importance des 9 variables utilisées pour chacune des méthodes.
La variable CondonUsage correspond à la distance de Bray-Curtis avec les para-
métrages P L3M1.
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Les méthodes qui donnent de l’importance aux calculs de distance de Bray-
Curtis avec les paramétrages P L3M1, P L4M2 et F L9M7 sont les modèles Logit
et rpart. Avec la méthode RF, les variables les plus importantes pour la prédiction
des CDS inserts GM sont le pourcentage en GC et la distance de Bray-Curtis en
proportions L4M2. Avec la méthode Logit, les variables les plus importantes sont
les distances de Bray-Curtis en fréquences L9M7 et en proportions L3M1 (Figure
42). La méthode Logit est donc privilégiée car elle utilise préférentiellement deux
types de distances pour prédire les CDS OGM. De plus, la méthode Logit fait
partie des méthodes paramétriques contrairement à la méthode RF qui appartient
aux méthodes non paramétriques basées sur des arbres de décision.

Figure 43 – Courbes ROC moyennes pour chacune des 12 méthodes.

Sur la Figure 43, les courbes ROC des méthodes RF et Treebag possèdent les
meilleurs résultats par rapport aux autres méthodes.
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6.3.2 Résultats pour deux méthodes combinées

Nos attentes sur les performances du modèle de prédiction étant très exi-
geantes : le taux de faux positifs et faux négatifs doit être égal à 0 et la spécificité
et la sensibilité à 1, une méthode seule n’obtient pas de résultats suffisamment
performants. Deux méthodes ont donc été combinées pour répondre à nos at-
tentes.

Conformément à nos critères de performance, l’union non redondante des ré-
sultats positifs des méthodes RF et Logit a été retenue pour établir un modèle
de prédiction. En effet, aucune méthode ne parvenait à approcher des critères de
performances recherchés contrairement à l’utilisation des deux méthodes Logit et
RF.

Résultats pour les données de calibration

Logit RF Union RF et
Logit

Faux négatifs 0.04 0 0

Spécificité 0.94 1 1

Sensibilité 0.95 1 1

Faux positifs 0.05 0 0.05

Résultats pour les données de prédiction

Logit RF Union RF et
Logit

Faux négatifs 0.04 0.01 0.01

Spécificité 0.94 0.98 0.99

Sensibilité 0.95 0.98 0.99

Faux positifs 0.05 0.01 0.09

Tableau 8 – Comparaison des résultats médians des données de calibration et
de prédiction pour les méthodes RF, Logit et l’union de ces deux méthodes,
réalisée sur 50 simulations en utilisant les données d’apprentissage de la bactérie
B. subtilis GM.

La sensibilité et la spécificité globales de l’union des deux méthodes ont été
déduites (Tableau 8, colonne Union RF et Logit). Les trois premiers critères de
performance souhaités (le taux de faux négatifs, la spécificité et la sensibilité)
sur les données de prédiction obtiennent des valeurs plus élevées ou similaires
avec l’union des méthodes RF et Logit comparé aux résultats de chacune de ces
deux méthodes. Cependant, le taux de faux positifs est plus élevé avec l’union des
méthodes RF et Logit. Dans la réalité, l’utilisation du modèle composé de l’union
des deux méthodes avec la bactérie B. subtilis GM permet d’obtenir un nombre
de CDS inserts GM plus important qu’avec la méthode RF seule. En effet, la
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méthode RF seule est plus restrictive et des CDS inserts GM sont prédits comme
CDS apparentés au génome hôte (non-OGM).

Avec la bactérie B. subtilis GM, l’union des méthodes RF et Logit sur les
données de prédiction obtient une sensibilité et une spécificité de 0.99, le taux
de faux positifs est de 0.09 et le taux de faux négatifs est de 0.01. La méthode
RF seule sur ces mêmes données obtient une sensibilité et une spécificité de 0.98,
un taux de positifs et de faux négatifs de 0.01. La méthode Logit seule sur ces
mêmes données obtient une sensibilité de 0.95, une spécificité de 0.94, un taux de
faux positifs de 0.05 et un taux de faux négatifs de 0.04.

Les variables de calcul de distance (P L4M2, P L3M1 et F L9M7) font partie
des variables les plus utilisées par les méthodes RF et Logit pour prédire les CDS
inserts OGM. Ces deux méthodes utilisent des variables différentes (Figure 42)
pour prédire correctement les CDS potentiellement OGM et n’appartiennent pas
à la même famille de méthodes. La combinaison des résultats des méthodes RF et
Logit apporte une valeur ajoutée pour l’identification précise d’éventuels inserts
GM.

6.4 Conclusion

Avec l’union des résultats non redondants des méthodes RF et Logit, les ré-
sultats estimés avec les données de prédiction sont très proches de ceux attendus.
En effet, sur les données de prédiction de la bactérie B. subtilis GM, le taux de
faux négatif et le taux de faux positifs sont proches de 0. La spécificité et la sen-
sibilité sur ces mêmes données sont proches de 1. Ce modèle de prédiction doit
donc être testé sur d’autres jeux de données bactériens pour être validé. Cette
étape de validation est décrite dans le chapitre suivant (Chapitre 7 partie 7.3).
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Proposition de l’outil DUGMO
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La méthode DUGMO pour l’acronyme Detection of Unkwown Genetically
Modified Organisms est détaillé dans ce chapitre. Les résultats obtenus pour 48
génomes bactériens ainsi que les limites de détection et la rapidité d’exécution
sont présentés.

7.1 Objectif

L’objectif de la méthode DUGMO, proposé dans le cadre de ce projet de re-
cherche, est de détecter, à partir de données de séquençage Illumina, des bactéries
pures génétiquement modifiées non décrites (Chapitre 1 partie 1.5). Les données
multigénomiques ou métagénomiques ne sont pas prises en compte par DUGMO
(comme un échantillon provenant d’un aliment OGM par exemple).
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7.2 Méthode

En données d’entrée, DUGMO nécessite en plus des données de séquençage
brutes, un génome de référence, un pangénome de l’espèce correspondant à la
bactérie hôte et les CDS de ce même pangénome (Chapitre 2 partie 2.2.). Le
pangénome doit être fiable et constitué uniquement de souches sauvages.

Dans un premier temps, DUGMO utilise un pipeline de nettoyage des données
de séquençage à haut débit et une combinaison d’alignements BLASTN sur les
pangénomes pour réaliser un tri et obtenir deux jeux de données distincts : les
CDS apparentés au génome hôte et les CDS potentiellement GM. (Chapitre 4
parties 4.1.1, 4.2.2) Ensuite, une banque de données d’OGM connus est filtrée
par rapport aux CDS du génome hôte (Chapitre 4 partie 4.1.3). Dans un second
temps, différents calculs de distance de Bray-Curtis sont utilisés pour comparer
les CDS apparentés au génome hôte et les CDS GM (Chapitre 5 partie 5.2.1.3).
Enfin, la création d’un modèle de prédiction (Chapitre 6 partie 6.4) est réalisée à
l’aide de l’union des méthodes forêts aléatoires et modèle linéaire généralisé. Cette
combinaison a été sélectionnée comme étant la plus prédictive pour les données
sur les bactéries GM.

7.3 Application

Les données de séquençage de trois génomes GM de la bactérie E. coli (Cha-
pitre 2 partie 2.3.3.1) sont utilisées pour valider et tester la méthode. Les tests sont
aussi menés sur les génomes sauvages des bactéries C. jejuni, L. lactis, L. monocy-
togenes, M. tuberculosis, S. aureus, S. Typhimurium et leurs données synthétiques
GM associées (Chapitre 2 partie 2.3.4).

Les génomes de référence associés à chaque bactérie utilisée pour ces analyses,
sont présentés dans le Chapitre 2 partie 2.3.4.1. Les différents pangénomes bac-
tériens nécessaires à ces analyses ont été créés (Chapitre 2 partie 2.3.4.2). Enfin,
une banque de données de CDS présents dans des inserts OGM de différentes
espèces a été fournie par le JRC [56] et complétée par des CDS d’inserts GM
bactériens issus ou déduits de la littérature.

7.3.1 Resultats pour la bactérie B. subtilis

Le génome de B. subtilis GM contient quatre plasmides de pGMBsub01 à
pGMBsub04. Récemment, Berbers et al. [84] ont décrit une révision de ce génome
avec un seul plasmide pGMrib (comprenant pGMBsub03 et pGMBsub04) et une
insertion chromosomique de 53 kb (comprenant pGMBsub01 et pGMBsub02)
(Chapitre 2 partie 2.3.2.1). Nos analyses ont été réalisées sur les données de
Paracchini et al. [82]. Dans les résultats suivants, les noms de gènes fournis dans
Paracchini et al. sont conservés et les noms de gènes ou locus apparentés trouvés
dans les assemblages de Berbers et al. sont indiqués entre parenthèses lorsqu’ils
sont différents.
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Données
Résultats DUGMO

Apprentissage Prédiction

Nombre de
CDS du
génome
hôte (1)

Nombre de
CDS OGM
connus (2)

Nombre de
CDS GM
potentiels

(1)

Vrais
positifs

(3)

Faux
positifs

(3)

Faux
négatifs

max
(3) (4)

Vrais
négatifs

(3)

B. subtilis GM 4102 2714 39 25 0 12 2

B. subtilis
sauvage

3941 2724 4 - 0 - 4

Tableau 9 – Résultats de DUGMO pour les génomes de B. subtilis. (1) Après deux
alignements BLASTN sur des pangénomes sans ARN non messagers. (2) Après le
filtrage des CDS de la banque de données des OGM connus qui sont trop proches
de l’espèce hôte. (3) Dans les CDS inserts GM potentiels. La colonne « Résultats
DUGMO » détaille les résultats obtenus après l’union des résultats des méthodes
RF et Logit, en utilisant les données des colonnes « Données d’apprentissage » et
« Données de prédiction ». (4) Estimation du nombre maximal de faux négatifs :
le nombre réel ne peut être déduit en raison de l’origine inconnue des CDS,
potentiellement de la famille des Bacillales. (-) Ne s’applique pas.

Les résultats présentés dans le Tableau 9 concernent les deux jeux de données
de la bactérie B. subtilis. Après les étapes de nettoyage et de tri des données de
séquençage de la bactérie B. subtilis GM, 4102 CDS apparentés au génome hôte et
39 CDS GM candidats sont obtenus. A la fin du filtrage de la banque de données
d’OGM connus, 2714 CDS inserts OGM connus sont conservés. Pour caractériser
les 39 CDS inserts potentiels à l’aide du modèle de prédiction (définir si ces CDS
sont OGM ou non-OGM), les données d’apprentissage sont donc constituées de
4102 CDS hôtes (non-OGM) et 2714 CDS inserts OGM. Sur les 39 CDS inserts
potentiels à prédire, l’union non redondante des résultats des méthodes RF et
Logit prédit 25 CDS GM (vrais positifs), 12 CDS GM mal prédits (faux négatifs)
et 2 CDS du génome hôte (non-OGM) (vrais négatifs). Les 25 CDS inserts de
la bactérie B. subtilis GM, correctement prédits par la méthode (vrais positifs),
correspondent aux principaux gènes situés sur les plasmides (riboflavine) et au
gène conférant la résistance au chloramphénicol (Chapitre 2 partie 2.3.2.1). Les
12 CDS inserts mal prédits représentent le nombre maximal de faux négatifs :
le nombre réel ne peut être déduit en raison de l’origine inconnue des CDS,
potentiellement de la famille des Bacillales (Tableau 9, annotation (4)).
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Figure 44 – Résultats de DUGMO sur le plasmide pGMrib de la bactérie B. sub-
tilis GM. Les gènes correctement prédits par DUGMO (vrais positifs) sont en vert.
Les gènes mal prédits par DUGMO (faux négatifs) sont en rouge. Les gènes ap-
partenant à B. subtilis sont en bleu. Les gènes s’alignant sur le pangénome de
B. subtilis lors de l’alignement BLASTN sont en orange.

Pour la bactérie sauvage B. subtilis, les données d’apprentissage sont consti-
tuées de 2724 CDS inserts OGM retenus à la fin du filtrage de la banque de
données d’OGM connus et de 3941 CDS hôtes (non-OGM) retenus après les
étapes de nettoyage et de tri des données de séquençage. Après ces étapes, 4 CDS
sont potentiellement GM. Sur ces CDS, aucun n’est prédit comme insert GM par
le modèle de discrimination (dans le Tableau 9, ligne B. subtilis sauvage et la
colonne Résultats DUGMO).

Concernant la bactérie B. subtilis GM, les portions cat et recA sur le chromo-
some (Chapitre 2 partie 2.3.2.1) sont toutes deux correctement détectées comme
CDS inserts GM par DUGMO. Deux gènes provenant de B. subtilis (vrais né-
gatifs) sont écartés par l’étape de prédiction, la sous unité delta de l’ARN poly-
mérase chromosomique et scpB. DUGMO distingue la séquence chromosomique
sauvage scpB de celle du plasmide pGMrib. Le plasmide pGMrib (Figure 44) dé-
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crit par Berbers et al. comprend deux parties, la première a un opéron ribDEATH
de B. subtilis reconnu et écarté des résultats de DUGMO (comprenant lepB (sipS )
et gerPA (GAY71_RS22375 )), la seconde contient des gènes de bacille conférant
une résistance à l’érythromycine. Dans cette deuxième partie, neuf gènes sont
reconnus comme GM par DUGMO (repS , beta (bin3 ), delta (soj ), zeta, copS,
ORF psi, ORF phi, ORF chi, et hyprORF-t, tandis que les dix autres sont écar-
tés (eta, theta, iota, gamma (topB, 2 sont affichés sur Berbers et al. [84] Figure
C, la seconde est une petite fraction de topB), omega, epsilon, erm(B), ermC,
tau-gamma et ypsilon). Parmi eux, les gènes ermC et tau-gamma sont écartés
lors des alignements BLASTN sur le pangénome. En effet, ces gènes ont une sé-
quence nucléotidique très proche des CDS de B. subtilis et sont inclus dans les
données d’apprentissage des CDS de l’hôte lors de l’étape de construction d’un
modèle de prédiction. La plupart des autres CDS écartés correspondent à des
gènes d’entérocoques, qui sont des bacilles gram+ phylogénétiquement proches
de B. subtilis.

Une partie du plasmide pGMrib (pGMBsub04 de Paracchini et al. [82]) pro-
viendrait du plasmide breveté pMX45 pour lequel seules les origines de B. subtilis
et les méthodes de génie génétique sont mentionnées [82]. Cependant, certains
plasmides possèdent une gamme d’hôtes très étendue et il n’est pas toujours pos-
sible d’affirmer avec certitude leur origine. Dans ce cas, la distance génétique de
ces onze gènes, s’ils ne proviennent pas de B. subtilis, ne permet pas leur discri-
mination. De plus, les résultats de DUGMO présentent un CDS supplémentaire,
non décrit par Paracchini et al. [82] dans le plasmide pGMBsub04 (Figure 45).
Ce CDS est trouvé deux fois par DUGMO, une fois sur le plasmide et une fois sur
le chromosome. Il est présent aux positions 1 à 171 dans le plasmide pGMBsub04
(2652 à 2822 dans pGMrib) et correspond à une protéine hypothétique provenant
d’un plasmide de Enterococcus faecalis (numéro d’accession AP018546.1).
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Figure 45 – Résultats de DUGMO sur le plasmide pGMBsub04 de la bactérie
B. subtilis GM. Les gènes correctement prédits par DUGMO (vrais positifs) sont
en vert. Les gènes mal prédits par DUGMO (faux négatifs) sont en rouge. Les
gènes appartenant à B. subtilis sont en bleu. Les gènes s’alignant sur le pangénome
de B. subtilis lors de l’alignement BLASTN sont en orange.

Le plasmide pGMBsub03 de Paracchini et al. (Figure 46) possède uniquement
deux gènes qui n’ont pas pour origine B. subtilis, repB (inclus dans GAY71_-
RS22445 ) et tetR (version abrégée de tet(L)) trouvés GM dans les résultats de
DUGMO.
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Figure 46 – Résultats de DUGMO sur le plasmide pGMBsub03 de la bactérie
B. subtilis GM. Les gènes correctement prédits par DUGMO (vrais positifs) sont
en vert. Les gènes mal prédits par DUGMO (faux négatifs) sont en rouge. Les
gènes appartenant à B. subtilis sont en bleu. Les gènes s’alignant sur le pangénome
de B. subtilis lors de l’alignement BLASTN sont en orange.

Le plasmide pGMBsub02 (Figure 49) est une version tronquée du plasmide
pGMBsub01 (Figure 47). L’insertion chromosomique de 53 kb (pGMBsub01 de
Paracchini et al.) porte des gènes de différentes origines : Bacillus amyloliquefa-
ciens et Staphylococcus aureus. Les gènes de S. aureus bleR (GAY71_RS12530 )
et kanR (aadD1 ) et les CDS ribD, ribA, ribT et scpB de l’opéron ribDEATH de
B. amyloliquefaciens sont correctement détectés comme CDS GM par DUGMO.
Les CDS ampR (bêta lactamase TEM-116 dans le chromosome, GAY71_RS22440
dans le plasmide pGMrib), ribH et scpA s’alignent sur les CDS du pangénome de
B. subtilis dans le respect des paramètres BLASTN et sont donc inclus dans les
données d’apprentissage des CDS de l’hôte, montrant les limites de la catégori-
sation des CDS pour les espèces étroitement apparentées. Cette erreur provoque
une classification erronée de certains CDS, ce qui pourrait probablement expliquer
que les CDS rep et ribE ne soient pas détectés par DUGMO. Enfin, l’annotation
Prokka fournit deux CDS hypothétiques supplémentaires, correspondant aux pos-
tions 4759-5103 et 10112-10201 de l’opéron ribDEATH de B. amyloliquefaciens
dans pGMBsub01 (loci GAY71_RS12515 dans le chromosome fourni dans Ber-
bers et al.). Le premier CDS est étiqueté CDS GM alors que le second non.
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Figure 47 – Résultats de DUGMO sur le plasmide pGMBsub01 de la bactérie
B. subtilis GM. Les gènes correctement prédits par DUGMO (vrais positifs) sont
en vert. Les gènes mal prédits par DUGMO (faux négatifs) sont en rouge. Les
gènes appartenant à B. subtilis sont en bleu. Les gènes s’alignant sur le pangénome
de B. subtilis lors de l’alignement BLASTN sont en orange.

Figure 48 – Résultats de DUGMO sur l’insertion chromosomique de la bactérie
B. subtilis GM. Les gènes correctement prédits par DUGMO (vrais positifs) sont
en vert. Les gènes mal prédits par DUGMO (faux négatifs) sont en rouge. Les
gènes appartenant à B. subtilis sont en bleu. Les gènes s’alignant sur le pangénome
de B. subtilis lors de l’alignement BLASTN sont en orange.
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Figure 49 – Résultats de DUGMO sur le plasmide pGMBsub02 de la bactérie
B. subtilis GM. Les gènes correctement prédits par DUGMO (vrais positifs) sont
en vert. Les gènes mal prédits par DUGMO (faux négatifs) sont en rouge. Les
gènes appartenant à B. subtilis sont en bleu. Les gènes s’alignant sur le pangénome
de B. subtilis lors de l’alignement BLASTN sont en orange.

7.3.2 Résultats pour la bactérie E. coli

Le Tableau 10 présente les résultats de l’outil DUGMO obtenus avec les trois
génomes de la bactérie E. coli (Chapitre 2 partie 2.3.3.1). Avec les bactéries
E. coli GM portant les gènes de A. tumefaciens, M. tuberculosis ou S. pyogenes,
les résultats contenaient respectivement 5, 4 et 5 CDS prédits comme inserts
GM (vrais positifs). Cependant, un faux positif a été trouvé dans les résultats de
E. coli portant des gènes de S. pyogenes. Le CDS trouvé correspond à un gène aslA
annoté présent dans E. coli fortement tronqué dans notre souche (984 nt au lieu
de 1650 nt ou plus pour ceux du pangénome). Dans le cas de l’incorporation d’une
protéine fortement tronquée provenant d’une famille de protéines mal représentée
dans le génome de l’hôte, cette séquence peut être considérée comme un insert
GM. DUGMO permet de cibler les CDS de l’insert si le génome inconnu soumis
est en fait une bactérie GM.

Sur la souche de E. coli portant les gènes de S. pyogenes, DUGMO a trouvé
comme faux positif un CDS qui correspond au gène arlS fortement tronqué codant
pour la protéine arylsulfatase. La version complète de ce gène est naturellement
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Données
Résultats DUGMO

Apprentissage Prédiction

Nombre de
CDS du
génome
hôte (1)

Nombre de
CDS OGM
connus (2)

Nombre de
CDS GM
potentiels

(1)

Vrais
positifs

(3)

Faux
positifs

(3)

Faux
négatifs

(3)

Vrais
négatifs

(3)

E. coli avec un
gène de A.
tumefaciens

4033 2588 6 5 0 0 1

E. coli avec un
gène de M.
tuberculosis

4018 2589 5 4 0 0 1

E. coli avec un
gène de

S. pyogenes

4015 2587 6 5 1 0 0

Tableau 10 – Résultats de DUGMO pour les génomes de E. coli. (1) Après deux
alignements BLASTN sur des pangénomes sans ARN non messagers. (2) Après le
filtrage des CDS de la banque de données des OGM connus qui sont trop proches
de l’espèce hôte. (3) Dans les CDS inserts GM potentiels. La colonne « Résultats
DUGMO » détaille les résultats obtenus après l’union des résultats des méthodes
RF et Logit, en utilisant les données des colonnes « Données d’apprentissage »
et « Données de prédiction ».

présente dans le génome de E. coli. Lors de l’analyse, l’étape de l’alignement
BLASTN sur les CDS du pangénome vérifie que les longueurs des CDS corres-
pondants ne varient pas de plus de 15%. Pour les deux autres génomes de E. coli,
porteurs des gènes de A. tumefaciens ou de M. tuberculosis, le CDS arlS est de
pleine longueur dans les assemblages et n’est pas détecté par DUGMO. Le CDS
arlS tronqué dans le génome de E. coli portant les gènes de S. pyogenes est loca-
lisé à l’extrémité d’un contig (assemblage de reads) de l’assemblage de novo, et la
partie manquante, 15% du gène, est retrouvée dans un autre contig. DUGMO est
donc capable de détecter des CDS qui peuvent consister en une longue délétion
ou insertion dans un CDS sauvage. La moyenne de la profondeur de couverture
des données pour cet échantillon de E. coli portant des gènes de S. pyogenes est
de 41, tandis que la moyenne de la profondeur de couverture des deux autres
souches de E. coli portant les gènes de A. tumefaciens ou de M. tuberculosis
est de 63 et 68, respectivement. Cet exemple indique que l’assemblage avec une
profondeur de couverture moyenne de 41 est partiel et conduit à un faux positif,
en raison de la troncature d’un CDS. Au contraire, les assemblages de données
ayant une profondeur de couverture moyenne supérieure à 60 ne présentent pas de
problème de troncature des gènes dans nos ensembles de données. La plupart des
assembleurs de bactéries recommandent une profondeur de couverture comprise
entre 80 [122] et 100. Il a été démontré que le N50* augmente avec la profondeur
de couverture jusqu’à une valeur de 100 pour les génomes bactériens [142]. Une
profondeur de couverture de 60 est potentiellement la limite inférieure acceptable
pour obtenir un assemblage complet sans troncation de CDS. Ces observations

114



7.3 Application

soulignent la nécessité d’obtenir un bon assemblage, et donc une profondeur de
couverture suffisante pour obtenir des résultats satisfaisants avec DUGMO.

7.3.3 Résultats pour la bactérie C. jejuni

Le Tableau 11 présente les résultats de DUGMO obtenus pour la bactérie
C. jejuni (Chapitre 2 partie 2.3.4.1).

Données
Résultats DUGMO

Apprentissage Prédiction

Nombre de
CDS du
génome
hôte (1)

Nombre de
CDS OGM
connus (2)

Nombre de
CDS GM
potentiels

(1)

Vrais
positifs

(3)

Faux
positifs

(3)

Faux
négatifs

(3)

Vrais
négatifs

(3)

C. jejuni
sauvage

1561 2794 26 - 0 - 26

C. jejuni avec
un gène de L.

lactis

1441 2794 1 1 0 0 0

C. jejuni avec
un gène de L.
monocytogenes

1344 2794 1 1 0 0 0

C. jejuni avec
un gène de S.

aureus

1391 2794 1 1 0 0 0

C. jejuni avec
un gène de M.
tuberculosis

1407 2794 1 1 0 0 0

C. jejuni avec
un gène de S.
Typhimurium

1434 2794 1 1 0 0 0

C. jejuni avec
un gène de O.

sativa

1383 2794 1 1 0 0 0

C. jejuni avec
un gène de H.

sapiens

1385 2794 1 1 0 0 0

Tableau 11 – Résultats de DUGMO pour les génomes de C. jejuni. (1) Après deux
alignements BLASTN sur des pangénomes sans ARN non messagers. (2) Après le
filtrage des CDS de la banque de données des OGM connus qui sont trop proches
de l’espèce hôte. (3) Dans les CDS inserts GM potentiels. La colonne « Résultats
DUGMO » détaille les résultats obtenus après l’union des résultats des méthodes
RF et Logit, en utilisant les données des colonnes « Données d’apprentissage »
et « Données de prédiction ». (-) Ne s’applique pas.

Aucun CDS n’a été détecté comme insert dans les résultats de DUGMO (au-
cun faux positif ou faux négatif) sur le génome de C. jejuni sauvage et sur les
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génomes synthétiques à l’exception du gène introduit (un vrai positif).

7.3.4 Résultats pour la bactérie L. lactis

Le Tableau 12 présente les résultats de DUGMO obtenus pour la bactérie
L. lactis (Chapitre 2 partie 2.3.4.1).

Données
Résultats DUGMO

Apprentissage Prédiction

Nombre de
CDS du
génome
hôte (1)

Nombre de
CDS OGM
connus (2)

Nombre de
CDS GM
potentiels

(1)

Vrais
positifs

(3)

Faux
positifs

(3)

Faux
négatifs

(3)

Vrais
négatifs

(3)

L. lactis
sauvage

1358 2786 0 - 0 - 0

L. lactis avec
un gène de
C. jejuni

1928 2784 1 1 0 0 0

L. lactis avec
un gène de L.
monocytogenes

1924 2779 1 1 0 0 0

L. lactis avec
un gène de S.

aureus

1904 2780 1 1 0 0 0

L. lactis avec
un gène de M.
tuberculosis

1916 2783 1 1 0 0 0

L.lactis avec
un gène de S.
Typhimurium

1951 2778 1 1 0 0 0

L. lactis avec
un gène de O.

sativa

1933 2779 1 1 0 0 0

L. lactis avec
un gène de H.

sapiens

1940 2779 1 1 0 0 0

Tableau 12 – Résultats de DUGMO pour les génomes de L. lactis. (1) Après deux
alignements BLASTN sur des pangénomes sans ARN non messagers. (2) Après le
filtrage des CDS de la banque de données des OGM connus qui sont trop proches
de l’espèce hôte. (3) Dans les CDS inserts GM potentiels. La colonne « Résultats
DUGMO » détaille les résultats obtenus après l’union des résultats des méthodes
RF et Logit, en utilisant les données des colonnes « Données d’apprentissage »
et « Données de prédiction ». (-) Ne s’applique pas.

Aucun CDS n’a été détecté comme insert dans les résultats de DUGMO (au-
cun faux positif ou faux négatif) sur le génome de L. lactis sauvage et sur les
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génomes synthétiques à l’exception du gène introduit (un vrai positif). Cepen-
dant, pour l’analyse du génome de L. lactis sauvage, la profondeur minimale de
couverture après assemblage a été modifiée à 50 (option « mincov » dans l’assem-
bleur Shovill). En effet, la présence d’une contamination de poisson a été détectée
dans ces données de séquençage.

7.3.5 Résultats pour la bactérie L. monocytogenes

Le Tableau 13 présente les résultats de DUGMO obtenus pour la bactérie
L. monocytogenes (Chapitre 2 partie 2.3.4.1).

Aucun CDS n’a été détecté comme insert dans les résultats de DUGMO (au-
cun faux positif ou faux négatif) sur le génome de L. monocytogenes sauvage et
sur les génomes synthétiques à l’exception du gène introduit (un vrai positif).
Lors de la création du génome synthétique (Chapitre 2 partie 2.2.3) de L. mo-
nocytogenes avec le gène de H. sapiens, l’option de profondeur de couverture du
logiciel ART (générateur de reads aléatoires) a été modifiée à -f18. La profondeur
de couverture choisie dans le logiciel ART (option -f11) n’était pas suffisante pour
compléter l’étape d’alignement avec l’aligneur BWA lors du pipeline de nettoyage.
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Données
Résultats DUGMO

Apprentissage Prédiction

Nombre de
CDS du
génome
hôte (1)

Nombre de
CDS OGM
connus (2)

Nombre de
CDS GM
potentiels

(1)

Vrais
positifs

(3)

Faux
positifs

(3)

Faux
négatifs

(3)

Vrais
négatifs

(3)

L.
monocytogenes

sauvage

2753 2778 0 - 0 - 0

L.
monocytogenes
avec un gène
de L. lactis

2495 2782 1 1 0 0 0

L.
monocytogenes
avec un gène
de C. jejuni

2525 2778 1 1 0 0 0

L.
monocytogenes
avec un gène
de S. aureus

2491 2780 1 1 0 0 0

L.
monocytogenes
avec un gène

de M.
tuberculosis

2547 2780 1 1 0 0 0

L.
monocytogenes
avec un gène

de S.
Typhimurium

2397 2782 1 1 0 0 0

L.
monocytogenes
avec un gène
de O. sativa

2463 2779 1 1 0 0 0

L.
monocytogenes
avec un gène
de H. sapiens

2788 2782 1 1 0 0 0

Tableau 13 – Résultats de DUGMO pour les génomes de L. monocytogenes. (1)
Après deux alignements BLASTN sur des pangénomes sans ARN non messagers.
(2) Après le filtrage des CDS de la banque de données des OGM connus qui
sont trop proches de l’espèce hôte. (3) Dans les CDS inserts GM potentiels. La
colonne « Résultats DUGMO » détaille les résultats obtenus après l’union des ré-
sultats des méthodes RF et Logit, en utilisant les données des colonnes « Données
d’apprentissage » et « Données de prédiction ». (-) Ne s’applique pas.
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7.3.6 Résultats pour la bactérie M. tuberculosis

Le Tableau 14 présente les résultats de DUGMO obtenus avec la bactérie
M. tuberculosis (Chapitre 2 partie 2.3.4.1).

Données
Résultats DUGMO

Apprentissage Prédiction

Nombre de
CDS du
génome
hôte (1)

Nombre de
CDS OGM
connus (2)

Nombre de
CDS GM
potentiels

(1)

Vrais
positifs

(3)

Faux
positifs

(3)

Faux
négatifs

(3)

Vrais
négatifs

(3)

M. tuberculosis
sauvage

4001 2809 14 - 1 - 13

M. tuberculosis
avec un gène
de L. lactis

3695 2808 1 1 0 0 0

M. tuberculosis
avec un gène

de L.
monocytogenes

3646 2807 1 1 0 0 0

M. tuberculosis
avec un gène
de S. aureus

3593 2808 2 2 0 0 0

M. tuberculosis
avec un gène
de C. jejuni

3657 2808 1 1 0 0 0

M. tuberculosis
avec un gène

de S.
Typhimurium

3699 2806 1 1 0 0 0

M. tuberculosis
avec un gène
de O. sativa

3676 2808 1 1 0 0 0

M. tuberculosis
avec un gène
de H. sapiens

3695 2807 1 1 0 0 0

Tableau 14 – Résultats de DUGMO pour les génomes de M. tuberculosis. (1)
Après deux alignements BLASTN sur des pangénomes sans ARN non messagers.
(2) Après le filtrage des CDS de la banque de données des OGM connus qui
sont trop proches de l’espèce hôte. (3) Dans les CDS inserts GM potentiels. La
colonne « Résultats DUGMO » détaille les résultats obtenus après l’union des ré-
sultats des méthodes RF et Logit, en utilisant les données des colonnes « Données
d’apprentissage » et « Données de prédiction ». (-) Ne s’applique pas.

Dans les résultats de DUGMO sur le génome de M. tuberculosis sauvage, un
CDS a été trouvé comme insert GM (un faux positif dans la première ligne du
Tableau14). Ce CDS présente un pourcentage d’identité inférieur à 95% lors de
l’alignement BLASTN sur le pangénome entier de M. tuberculosis. Notre hypo-
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thèse est que ce CDS pourrait provenir d’un transfert horizontal de gène d’une
bactérie non identifiée. Un alignement MEGABLAST [143] de ce CDS a donc été
effectué sur la base de données WGS (échantillons environnementaux exhaustifs
de la banque de données NCBI) sur tous les actinomycètes (ordre), mais aucun
meilleur résultat n’a été fourni. Par conséquent, l’origine de ce CDS n’a pas pu
être déterminée. L’aligneur MEGABLAST est utilisé pour trouver des séquences
très similaires (par exemple, intra-espèces ou espèces proches). Lors de la création
du génome synthétique (Chapitre 2 partie 2.2.3) de M. tuberculosis avec le gène
de L. lactis, l’option de profondeur de couverture du logiciel ART a été modifiée
à -f18. La profondeur de couverture choisie dans le logiciel ART (option -f11)
n’était pas suffisante pour compléter l’étape d’alignement avec l’aligneur BWA
lors du pipeline de nettoyage.

7.3.7 Résultats pour la bactérie S. Typhimurium

Le Tableau 15 présente les résultats de DUGMO obtenus avec la bactérie
S. Typhimurium (Chapitre 2 partie 2.3.4.1).

Aucun CDS n’a été détecté comme insert dans les résultats de DUGMO (au-
cun faux positif ou faux négatif) sur le génome de S. Typhimurium sauvage et sur
les génomes synthétiques à l’exception du gène introduit (un vrai positif). Lors
de la création du génome synthétique (Chapitre 2 partie 2.2.3) de S. Typhimu-
rium avec le gène de H. sapiens, l’option de profondeur de couverture du logiciel
ART a été modifiée à -f18. La profondeur de couverture choisie dans le logiciel
ART (option -f11) n’était pas suffisante pour compléter l’étape d’alignement avec
l’aligneur BWA lors du pipeline de nettoyage.
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Données
Résultats DUGMO

Apprentissage Prédiction

Nombre de
CDS du
génome
hôte (1)

Nombre de
CDS OGM
connus (2)

Nombre de
CDS GM
potentiels

(1)

Vrais
positifs

(3)

Faux
positifs

(3)

Faux
négatifs

(3)

Vrais
négatifs

(3)

S.
Typhimurium

sauvage

4629 2574 0 - 0 - 0

S.
Typhimurium
avec un gène
de L. lactis

4080 2573 2 1 0 0 1

S.
Typhimurium
avec un gène

de L.
monocytogenes

4065 2571 0 1 0 0 0

S.
Typhimurium
avec un gène
de S. aureus

4141 2572 1 1 0 0 0

S.
Typhimurium
avec un gène

de M.
tuberculosis

4106 2573 1 1 0 0 0

S.
Typhimurium
avec un gène
de C. jejuni

4145 2570 1 1 0 0 0

S.
Typhimurium
avec un gène
de O. sativa

4089 2573 1 1 0 0 0

S.
Typhimurium
avec un gène
de H. sapiens

4501 2574 1 1 0 0 0

Tableau 15 – Résultats de DUGMO pour les génomes de S. Typhimurium. (1)
Après deux alignements BLASTN sur des pangénomes sans ARN non messagers.
(2) Après le filtrage des CDS de la banque de données des OGM connus qui
sont trop proches de l’espèce hôte. (3) Dans les CDS inserts GM potentiels. La
colonne « Résultats DUGMO » détaille les résultats obtenus après l’union des ré-
sultats des méthodes RF et Logit, en utilisant les données des colonnes « Données
d’apprentissage » et « Données de prédiction ». (-) Ne s’applique pas.
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7.3.8 Résultats pour la bactérie S. aureus

Le Tableau 16 présente les résultats de DUGMO obtenus avec la bactérie
S. aureus (Chapitre 2 partie 2.3.4.1).

Données
Résultats DUGMO

Apprentissage Prédiction

Nombre de
CDS du
génome
hôte (1)

Nombre de
CDS OGM
connus (2)

Nombre de
CDS GM
potentiels

(1)

Vrais
positifs

(3)

Faux
positifs

(3)

Faux
négatifs

(3)

Vrais
négatifs

(3)

S. aureus
sauvage

2485 2794 2 - 0 - 2

S. aureus avec
un gène de L.

lactis

2267 2794 1 0 0 0 0

S. aureus avec
un gène de L.
monocytogenes

2204 2792 1 1 0 0 0

S. aureus avec
un gène de
C. jejuni

2216 2793 1 0 0 1 0

S. aureus avec
un gène de M.
tuberculosis

2251 2791 1 1 0 0 0

S. aureus avec
un gène de S.
Typhimurium

2190 2783 1 1 0 0 0

S. aureus avec
un gène de O.

sativa

2544 2793 1 1 0 0 0

S. aureus avec
un gène de H.

sapiens

2156 2792 1 1 0 0 0

Tableau 16 – Résultats de DUGMO pour les génomes de S. aureus. (1) Après deux
alignements BLASTN sur des pangénomes sans ARN non messagers. (2) Après le
filtrage des CDS de la banque de données des OGM connus qui sont trop proches
de l’espèce hôte. (3) Dans les CDS inserts GM potentiels. La colonne « Résultats
DUGMO » détaille les résultats obtenus après l’union des résultats des méthodes
RF et Logit, en utilisant les données des colonnes « Données d’apprentissage »
et « Données de prédiction ». (-) Ne s’applique pas.

Pour l’analyse du génome de S. aureus sauvage, l’option « –dust no » a été
ajoutée dans l’alignement BLASTN sur l’ensemble des alignements contre les
pangénomes. Cette option masque par défaut les régions de faible complexité.
Un CDS a été trouvé comme faux négatif lorsque cette option était définie par
défaut. Le faux négatif présent dans l’analyse de S. aureus avec le gène de C. jejuni
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est dû aux méthodes RF et Logit qui prédisent cet insert GM comme un CDS
sauvage. Lors de la création du génome synthétique (Chapitre 2 partie 2.2.3) de S.
aureus avec le gène de O. sativa, l’option de profondeur de couverture du logiciel
ART a été modifiée à -f18. La profondeur de couverture choisie dans le logiciel
ART (option -f11) n’était pas suffisante pour compléter l’étape d’alignement avec
l’aligneur BWA lors du pipeline de nettoyage.

Le faux négatif correspondant au gène de C. jejuni inséré peut s’expliquer
par l’extrême plasticité du génome de Staphylococcus aureus et sa propension à
intégrer des gènes d’autres bactéries gram positives à faible teneur en GC, comme
souligné dans [144] : "Gene transfer between Staphylococci and low-GC-content
gram-positive bacteria appears to have shaped their virulence and resistance pro-
files". Après vérification des génomes complets présents dans le pangénome de
S. aureus, certains d’entre eux incluent des plasmides de Staphylococcus epidermi-
dis ou de Staphylococcus argentus. De plus, ce pangénome contient probablement
des gènes de transferts horizontaux récents provenant d’autres bactéries gram +
à faible teneur en GC. La caractérisation du vocabulaire génomique du génome
sauvage est donc moins précise pour l’étape de construction d’un modèle de pré-
diction, entraînant ainsi quelques faux négatifs dans les résultats de DUGMO. S.
aureus possède probablement un pangénome « ouvert » (Chapitre 2 partie 2.2.1).
Dans le cas de telles espèces, utiliser un core-génome pour caractériser les CDS
de l’hôte serait peut être plus approprié que le pangénome.

7.3.9 Limites de détection et rapidité d’exécution

Les limites de la méthode ont été évaluées à l’aide de données synthétiques
spécifiques. La robustesse de la méthode à l’optimisation des dicodons (deux
triplets de nucléotides) a été évaluée. Dans ce but, un gène de B. subtilis codant
pour une riboflavine synthase a été optimisé pour l’utilisation des dicodons de
E. coli. Des données OGM synthétiques ont été générées à partir de ce gène avec
la méthode de création d’OGM bactérien décrite dans le chapitre 2 partie 2.2.3.
Cette procédure a été exécutée 10 fois. Dans tous les cas, DUGMO a détecté le
gène optimisé de B. subtilis comme un insert GM, prouvant ainsi l’insensibilité
de la méthode à l’optimisation des dicodons, donc à l’optimisation des codons.

Pour évaluer la proportion de substitutions nécessaire pour rendre un gène
sauvage détectable par DUGMO, des substitutions ont été introduites artificiel-
lement dans un gène sauvage de B. subtilis. Deux gènes sauvages ont été testés
indépendamment, une séquence courte (417 nucléotides) et une séquence longue
(1317 nucléotides). Le gène long de la surfactine et le gène court CadI du génome
sauvage de B. subtilis ont subi n substitutions aléatoires, à l’exception des substi-
tutions dans le codon start, dans les codons stop et celles qui auraient introduit
un codon stop précoce dans la séquence. Ces exclusions permettent d’éviter des
événements de mutation qui seraient trop facilement détectables par DUGMO.
Chaque gène modifié a ensuite été remplacé dans l’assemblage de la bactérie
B. subtilis sauvage. Enfin, les données de séquençage Illumina associées à ces
génomes modifiés ont été générées à l’aide du logiciel ART. Ce processus a été ré-
pété 10 fois. Les résultats de DUGMO indiquent qu’au-delà de 9% de mutations,
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un CDS muté est détecté comme GM.
Comme DUGMO utilise des propriétés statistiques liées aux troisièmes po-

sitions des CDS, spécifiques à l’utilisation des codons (Chapitre 3 partie 3.2.1),
il ne peut pas détecter des bactéries GM possédant uniquement des insertions
d’ARNt ou d’ARNr, gènes qui ont un usage des codons différent de celui des
gènes codant pour des ARNm et protéines. Conceptuellement, DUGMO est fait
pour identifier des CDS qui n’utilisent pas le vocabulaire du génome de l’hôte.
Il n’est pas capable de distinguer un gène provenant d’un transfert horizontal de
gène d’un gène GM.

Le processus d’analyse des bactéries GM décrit par Paracchini et al. [82]
a nécessité plus d’un mois de travail (communication personnelle), tandis que
DUGMO n’a eu besoin que de trois heures avec 10 threads d’un processeur Core
i7 pourvu de 64 Go de RAM pour rendre le même résultat. La rapidité du traite-
ment des données est un avantage majeur de cet outil. En outre, il ne nécessite pas
d’expertise préalable en matière d’OGM pour les utilisateurs finaux, sauf pour
valider le nombre limité de gènes GM probables détectés dans les résultats. Cepen-
dant, l’utilisateur doit posséder des compétences en ligne de commande Linux et
avoir suffisamment de connaissances biologiques pour construire un pangénome.

7.4 Conclusion

L’outil DUGMO, proposé dans le cadre de cette thèse, combine un pipeline
de nettoyage des données de séquençage à haut débit, des alignements BLASTN
sur les pangénomes et différents calculs de distance de Bray-Curtis associés à un
modèle de prédiction des CDS inserts GM. Les résultats présentés sur les gé-
nomes GM de la bactérie E.coli ainsi que les génomes sauvages et les données
synthétiques des six autres bactéries sont très concluants. En effet, seul deux faux
positif, un avec la bactérie M. tuberculosis sauvage et un avec la bactérie S. aureus
ayant un gène de C. jejuni sont détectés sur 48 génomes analysés. Ces résultats
prouvent l’efficacité du logiciel pour la détection de CDS insérées ou la non détec-
tion lorsqu’une bactérie sauvage est analysée. L’optimisation des codons ou des
dicodons d’une séquence insérée n’interfère pas dans les résultats de DUGMO. De
plus, DUGMO est capable de détecter un gène sauvage comportant plus de 9% de
mutations. Enfin, DUGMO est disponible pour les utilisateurs sur la plateforme
github, https://github.com/ANSES-Ploufragan/DUGMO. Cette méthode a fait
l’objet d’une publication disponible dans le journal BMC Bioinformatics [145].
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Les perspectives d’évolution de la méthode DUGMO ainsi que les nouveaux
défis à relever sont présentés dans ce chapitre. Ces améliorations pourront être
développées dans les versions futures de DUGMO, permettant ainsi d’accroître
la capacité de détection de la méthode ainsi que son champ d’application.

8.1 Ajout d’options supplémentaires

DUGMO étant basé sur l’identification de gènes dont le vocabulaire est dis-
tinct de ceux de son hôte, il devrait pouvoir détecter dans des bactéries sauvages
des gènes résultant de transferts horizontaux récents. Cette hypothèse devrait
être testée sur un jeu de données de séquençage où un gène résultant d’un tel
transfert est présent.

Actuellement, DUGMO utilise uniquement des données de séquençage brutes
provenant de la technologie de séquençage Illumina. Dans une future version,
DUGMO sera aussi capable d’accepter les assemblages en tant que données d’en-
trée, y compris les assemblages long reads. Les assemblages long reads sont réa-
lisés avec les technologies de séquençage de troisième génération comme Pacific
Biosciences (PacBio) ou Oxford Nanopore Techologies. Cette nouvelle option per-
mettra ainsi de supprimer les faux positifs dus à des troncatures d’assemblage de
données haut débit, dans la mesure où les assemblages long reads auront été faits
de façon adéquate. Ainsi, si les assemblages issus de technologie PacBio sont très
propres du fait d’erreurs pratiquement aléatoires dans les reads qu’un consensus
permet de corriger, la technologie Nanopore souffre d’erreurs d’homopolymères
qu’il conviendra de corriger pour éviter des décalages de cadre de lecture des
gènes de l’assemblage. Cela peut être fait par l’utilisation de reads illumina, ou
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dans un futur sans doute proche par applications de règles obtenues à partir de
données d’apprentissage.

Dans DUGMO, lors de la définition des paramètres des alignements BLASTN
sur le pangénome, nous avons fait le choix de privilégier la détection de gènes
tronqués au risque de détecter des CDS provenant de bactéries proches. Cepen-
dant, l’ajout d’une option dans DUGMO pourrait permettre de ne pas détecter
ces gènes partiels et ainsi privilégier de manière « plus sûre » les gènes de l’espèce
dans l’ensemble des CDS apparentés au génome hôte. Dans tous les cas, il est
impossible d’être certains de posséder uniquement des gènes de l’espèce considé-
rée dans l’ensemble des CDS apparentés au génome hôte (exemple illustré par le
gène de l’ampicilline ubiquitaire en terme d’espèce et présent dans le plasmide
pGMBsub04 du génome de B. subtilis GM, Chapitre 7 partie 7.3.1). Cette option
pourrait être nécessaire pour l’adaptation de DUGMO à l’analyse de génomes
eucaryotes.

8.2 Amélioration avec les génomes bactériens

Dans le but de consolider la méthode DUGMO utilisant des données de sé-
quençage de génomes bactériens, l’utilisation de mots de 7 ou 8 lettres pourrait
être ajoutée dans les calculs de distances. Ces tailles de mots correspondent à
des mots fréquents dont font partie les motifs KOPS (FtsK Orienting Polarized
Sequence). Ces motifs de 8 pb sont reconnus par la protéine FtsK orientant sa
translocation [146] 138 permettant ainsi la résolution des dimères de chromosomes
dans la région diff du chromosome bactérien. Les motifs KOPS sont distincts chez
L. lactis et Streptococcus agalactiae [147], deux bactéries gram + ayant un faible
pourcentage en GC. L’ajout d’une nouvelle taille de mot dans les calculs de dis-
tances pourrait donc permettre de mieux distinguer les cas de bactéries ayant des
vocabulaires proches.

8.3 Adaptation aux génomes eucaryotes

L’utilisation de DUGMO pourra être étendue à la détection des OGM de vé-
gétaux et d’animaux (eucaryotes). Deux stratégies sont proposées pour répondre
à cette amélioration. La première stratégie nécessite plusieurs adaptations de
la méthode. En effet, le pipeline de nettoyage devrait être légèrement modifié :
assembler la totalité d’un génome végétal comme le maïs par exemple est irréa-
lisable dans un temps réduit (sa taille étant trop importante). Les données de
séquençage de l’OGM potentiel devront être alignées sur le génome de référence
correspondant, séparant ainsi les reads alignés appartenant au génome hôte et
les reads non alignés correspondant aux inserts potentiellement. Les reads alignés
permettront de fournir les consensus de CDS tirés de l’alignement et les reads non
alignés seront ensuite assemblés et annotés. Enfin, les CDS potentiellement inserts
seront alignés suivant des alignements BLASTN sur le pangénome. De plus, les
paramètres des calculs de distance pourraient nécessiter des modifications. L’uti-
lisation des trois calculs de distances présents actuellement dans DUGMO n’a
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pas été testée sur le maïs OGM. L’ajout de nouveaux calculs de distance serait
donc envisagé en plus des distances présentes actuellement dans la méthode.

La seconde stratégie pour détecter des OGM de végétaux ou d’animaux serait
de partitionner les données de séquençage de l’OGM potentiel en « génome euca-
ryote » et plusieurs génomes procaryotes, chacun distinguable par un pourcentage
en GC distinct et une profondeur de couverture éloignée de celle du génome euca-
ryote. Partitionner permettrait de conserver les paramètres de la méthode actuel
en se focalisant sur chaque partie du génome de l’OGM potentiel. Néanmoins, le
risque est de perdre de l’information ou de couper l’insert lors de l’assemblage
en cas de faible profondeur de couverture. Les données de séquençage seraient
coupées selon une profondeur de couverture définie et un pourcentage en GC
définis. DUGMO serait ainsi appliqué sur chacun de ces sous-échantillons. Les ré-
sultats finaux seront constitués de l’intersection des résultats des différents sous-
échantillons. En théorie, l’insert ne fera partie d’aucun de ces sous-échantillons
en supposant un petit nombre d’espèces bactériennes contaminantes.

8.4 Adaptation à des données métagénomiques

A long terme, DUGMO pourrait traiter des données métagénomiques simples
comme un mélange d’une dizaine de souches bactériennes par exemple. Cepen-
dant, le principal obstacle à cette amélioration serait la création du pangénome
associé à chacune des dix souches. Une solution pourrait être de créer une base
de données publique que les utilisateurs pourrait compléter dès lors qu’ils uti-
lisent DUGMO sur un génome potentiellement OGM non présent dans cette
base. Une seconde solution envisagée serait de créer de manière automatique les
pangénomes correspondants en sélectionnant des génomes complets issue de sé-
quençage Illumina ou PacBio de l’espèce suspectée via la base de données du
NCBI. La création de ces pangénomes pourrait aussi être possible grâce à la base
de données de séquences de référence du NCBI, refseq, en utilisant l’outil suivant :
https://github.com/kblin/ncbi-genome-download. Néanmoins, ces deux so-
lutions soulèvent un problème lié à la définition et à l’exactitude des données
mises à disposition par la communauté scientifique et l’indispensable curration
de ce qui aura été ajouté.

Le deep learning ou apprentissage profond est une technique de machine lear-
ning utilisant un nombre important de couches cachées de réseaux de neurones ar-
tificiels et nécessitant une puissance de calcul importante. De plus, cette technique
peut traiter une quantité énorme de données complexes et de grande dimension
par rapport au machine learning [148]. Le deep learning est principalement utilisé
pour la reconnaissance faciale ou vocale mais aussi dans le cas du traitement au-
tomatique du langage. Par exemple, cette technique a aussi été récemment utilisé
pour développer un modèle permettant de prédire l’évolution de la maladie chez
les patients atteint de mésothéliome, un cancer agressif qui attaque souvent la
muqueuse des poumons [149]. Pour diminuer le temps de calcul et faciliter l’ap-
prentissage sur des réseaux de neurones très profonds lors de l’utilisation du deep
learning, des techniques de transfer learning peuvent être employées. En effet, le
transfer learning consiste à stocker les connaissances apprises par un modèle de
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machine learning pour résoudre un problème spécifique et à les transférer dans un
second modèle. Ce deuxième modèle sera alors capable d’appliquer et d’utiliser
cette connaissance pour résoudre sa problématique plus rapidement. Le transfer
learning utilise des modèles qui sont déjà entraînées.

Le deep learning et le transfer learning pourront être utilisés avec la banque
de données d’OGM connus pour améliorer la détection des inserts et réduire le
temps de calcul. Ces deux techniques nécessitent un volume de données important,
la banque de données d’OGM connus devra donc être étoffée. Un modèle de
transfer learning pourrait être créé avec l’augmentation de la quantité de données
disponible et ainsi être utilisé directement dans l’outil.

8.5 Bilan

Les différentes améliorations de la méthode DUGMO consistant en l’ajout
d’options qui ont été présentées peuvent être envisageables à court terme. Ce-
pendant, pour les améliorations sur l’utilisation de la méthodes sur des génomes
eucaryotes et sur des données métagénomiques, des tests devront être réalisés
pour valider les stratégies envisagées. Dans ces deux cas, les tests nécessaires à la
validation des hypothèses émises représentent un travail important et nécessitent
d’avoir accès publiquement à des données de séquençage haut débit de génomes
d’OGM de plantes et d’animaux, principal facteur limitant actuellement.
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Plusieurs méthodes de détection des organismes génétiquement modifiés (OGM)
connus sont disponibles. De plus, des bases de données, regroupant des informa-
tions sur les OGM connus, permettent de fournir des informations nécessaires à
leur détection. Cependant, aucune méthode bioinformatique n’est, actuellement,
disponible pour détecter des séquences codantes (CDS) exogènes provenant d’un
OGM où la totalité des séquences insérées sont inconnues. Pour essayer de ré-
soudre ce problème, une méthode de détection de bactéries génétiquement modi-
fiées inconnues à partir de données de séquençage, appelée DUGMO (Detection of
Unknown Genetically Modified Organisms), a été développée. L’approche expo-
sée dans ce manuscrit apporte les briques principales d’une méthode de détection
des OGM basée sur l’utilisation de motifs statistiques pour pointer les différences
de vocabulaire au sein d’un génome. L’originalité et la particularité de cette mé-
thode réside dans l’utilisation du génome hôte et non d’un génome de référence.
En effet, l’utilisation du génome hôte permet de définir le vocabulaire de l’espèce
potentiellement OGM en vue de distinguer les gènes qui possèdent un vocabulaire
distinct du génome hôte.

Dans le but de détecter des bactéries génétiquement modifiées inconnues, la
méthode DUGMO nécessite des données de séquençage provenant de la techno-
logie Illumina. Elle présente un faible coût de séquençage pour un volume de
données important et une fréquence d’erreurs faible par rapport à d’autres tech-
niques de séquençage haut débit.

Dans un premier temps, un pipeline de nettoyage a été développé pour net-
toyer, assembler et annoter les données de séquençage d’un échantillon bactérien
pur suspect pour en obtenir les séquences codantes. Ce pipeline, ainsi qu’une suite
d’alignements effectuée sur le pangénome de l’espèce considérée, permettent de
trier les CDS présents dans le génome suspecté selon deux catégories : les CDS
apparentés au génome hôte et les CDS potentiellement inserts. Une banque de
données de CDS d’OGM connus est filtrée selon les données du génome suspecté.

Dans un second temps, pour caractériser les différences de vocabulaire pré-
sentes entre le génome hôte et la séquence insérée, trois distances de Bray-Curtis
avec différents paramétrages sont calculées. Ces distances sont réalisées entre l’en-
semble des CDS du génome hôte et chacun de ces CDS ou chacun des CDS de la
banque de données d’OGM connus ou chacun des CDS inserts potentiels.

Enfin, un modèle a été créé pour prédire les CDS inserts OGM avérés. Afin
d’obtenir d’excellentes performances de prédiction, l’apprentissage automatique
a été utilisée pour élaborer un modèle de prédiction. Douze méthodes de discri-
mination ont ainsi été testées en vue de l’élaboration de ce modèle de prédiction.
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Pour cela, les distances précédemment calculées sont utilisées comme variables
explicatives ainsi que six autres variables. Suivant nos critères de performance
pour la prédiction des CDS (taux de faux positifs, taux de faux négatifs, spéci-
ficité et sensibilité), l’union des résultats non redondants des forêts aléatoires et
du modèle linéaire généralisé a été retenue.

Pour valider et tester notre méthode de détection des OGM inconnus, la mé-
thode DUGMO a été appliquée à 51 génomes : trois génomes de la bactérie E.
coli génétiquement modifié, six génomes de bactéries sauvages et 42 génomes
provenant de données de séquençage synthétiques. Sur les trois génomes de la
bactérie E. coli, un seul faux positif est détecté par la méthode DUGMO. Il cor-
respond à un gène tronqué dans l’assemblage du génome de E. coli. Sur les 48
autres génomes analysés, uniquement deux faux positifs sont détectés par la mé-
thode DUGMO. L’efficacité de DUGMO est donc avérée pour la détection de
CDS insérées et l’absence de détection quand une bactérie sauvage est analysée.

La méthode DUGMO présente d’excellents résultats. Elle pourrait être éten-
due, moyennant certains développements, à l’analyse de génomes eucaryotes ou
de transferts horizontaux de gènes récents.
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Laboratoire de Ploufragan-Plouzané-Niort 

Service Management Qualité 

 

 Thèse préparée par Julie HUREL 

 

« Détection d’organismes génétiquement modifiés (OGM) inconnus par analyse statistique de 

données de séquençage haut débit » 

 

Attestation de management qualité de la thèse 

Par Eric CHORIN, chef du Service de Management Qualité 

 

Les travaux de thèse conduits par Julie HUREL se sont déroulés sous management de la qualité, dans 

l’unité « Génétique Virale et Biosécurité » (U GVB) à compter du 02 Janvier 2017. Cela s’est concrétisé 
par la rédaction, dès le début des travaux et par la doctorante, d’un Plan de Management Qualité 
(PMQ) signé par elle-même, le Co-Directeur de thèse et le Responsable qualité du Laboratoire. 

Véritable engagement pour le management de la thèse, ce PMQ a deux normes pour référence : 

- la norme NF EN ISO/CEI 17025 (Prescriptions générales concernant la compétence des 

laboratoires d’étalonnages et d’essais) appliquée dans ce projet, pour la gestion des ressources 

au sein de l’unité GVB ; 

- la norme ISO 10006 (Systèmes de management de la qualité – lignes directrices pour le 

management de la qualité dans les projets) mise en œuvre pour la conduite du projet de thèse. 
 

Le PMQ fait systématiquement le lien entre le sujet de la thèse, sa mise en œuvre et la formalisation 
de son déroulement. Avec ce document, ce sont des éléments d’organisation et de gestion des travaux 
de thèse qui ont été réfléchis, décidés et formalisés. Ce plan comprend notamment l’identification des 
« points critiques » dans le projet de thèse, les données de sortie attendues à chaque étape identifiée 

et des « revues de projet » conformément à la norme ISO 10006. 

 

La mise en œuvre du PMQ 

Comme pour toute démarche de management qualité, la conduite de la thèse s’est traduite par un 

suivi régulier de l’encadrement avec validation des travaux de la doctorante. De nombreuses données 

ont été enregistrées conformément aux engagements en termes de traçabilité. 

Le management de projet a donné lieu à des vérifications de l’application des dispositions 

d’organisation formalisées dans le PMQ. Cela s’est notamment traduit par deux audits internes de 

management de projet conduit par le Chef du Service Management Qualité les 10 Juillet 2018 et 29 

Novembre 2019. Les documents examinés lors de ces audits sont listés en annexe de cette attestation. 

Au cours de ces audits, aucune fiche de non-conformité n’a été notifiée : les dispositions du PMQ ont 

donc été parfaitement suivies par la doctorante. 

Les exercices de traçabilité faits par l’auditeur se sont révélés conformes aux engagements de l’équipe 
de thèse. Plusieurs cahiers de laboratoires normalisés ont été utilisés, y compris pour les réunions de 

l’équipe de thèse. Les cahiers examinés sont extrêmement bien tenus et visés régulièrement par 

l’encadrement. La doctorante a aussi stocké ses nombreuses données dans un dossier électronique 

très bien structuré permettant de retrouver aisément l’ensemble des données brutes et des données 
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analysées. 

Les réunions prévues d’avancement du projet et de suivi de la doctorante ont effectivement été 

réalisées, les comptes rendus sont disponibles et permettent d’identifier le but de la réunion, les 
données d’entrée et de sortie, la validation des différentes étapes du projet, les éventuels besoins de 
réorientation des recherches… 

Les audits ont permis d’identifier : 
- le gros travail réalisé par l’équipe et en particulier par la doctorante ; 

- la qualité de la traçabilité des travaux conduits ; 

- la rigueur du cheminement intellectuel de la doctorante dans la conduite de son projet. 

 

 

Bilan du management qualité de la thèse 

Le déroulement de la thèse sous management qualité, a d’abord permis à Julie HUREL de découvrir 

deux référentiels qualité qui, dans l’esprit au moins, lui seront nécessaires pour sa carrière 
professionnelle et directement bénéfiques pour des fonctions éventuelles au sein d’un laboratoire ou 
dans le management d’un projet. 
En second lieu, ce management qualité a dû lui être utile sur plusieurs points : 

- la formalisation la plus complète possible du projet scientifique, en particulier au démarrage ; 

- l’importance de clarifier les rôles respectifs des différents acteurs du projet mais aussi de 

s’intégrer dans leur agenda respectif ; 
- l’intérêt de réfléchir, au moins au début du projet, aux éventuels points critiques et les actions 

préventives nécessaires pour les maitriser. Dans le cas présent, cet aspect « point critique » a 

été parfaitement géré ; 

- la nécessité de mettre en œuvre la traçabilité des ressources (équipements principaux suivis 

et vérifiés) afin de pouvoir analyser dans les meilleures conditions tout résultat inattendu ; 

- l’importance de formaliser tous les résultats et les cheminements intellectuels. 

 

Au final, je suis convaincu que Julie HUREL a su mener avec une grande rigueur son projet scientifique 

en ayant partagé dès le début de sa thèse avec son encadrement la démarche de management qualité. 

 

Fait à Ploufragan le 09 Avril 2020 

 

 

 

 

Eric CHORIN 

Chef du Service Management Qualité 

 

--------------------
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Annexe : 

 

Principaux documents examinés lors de l’audit du 10 Juillet 2018 : 

Examen de la mise en place de la routine d'analyse de données de séquençage du génome d’un maïs 
sauvage et d’un maïs potentiellement OGM, alignement des reads sur un génome de référence, 

assemblage des reads non alignés, puis suppression des séquences communes. Examen de l’outil 
R’Mes qui permet la recherche de mots exceptionnels dans une séquence. Examen du cahier de 

laboratoire concernant les données ayant permis le choix du critère de 10% des mots surreprésentés : 

la traçabilité est très satisfaisante, le cahier est régulièrement signé actant la validation et l’avancée 
des travaux menés. Les sauvegardes informatiques sont judicieusement planifiées. Les documents 

préparatoires aux comités de thèse des 22/09/2017 et 11/06/2018 sont clairs et correctement 

archivés. Les comptes rendus sont disponibles. En accord avec l’école doctorale, diverses formations 
ont été suivies par la doctorante. 

Au jour de l’audit, la doctorante n’a pas eu à enregistrer de non-conformité lors de la réalisation des 

travaux. Par ailleurs, il n’a pas été observé de non-confirmation des hypothèses scientifiques qui aurait 

pu amener à modifier le PMQ relatif au projet. Les travaux avancent selon le rythme défini dans le plan 

de management de qualité de la thèse. 

 

Il n’a pas été notifié de non-conformité au cours de cet audit. 

 

Principaux documents examinés lors de l’audit du 29 Novembre 2019 : 

Vu les comptes rendus des réunions hebdomadaires bien classés et archivés. Vu notamment le 

compte-rendu du 24/04/2019 date à laquelle il a été décidé de réorienter le travail et de ne plus se 

consacrer qu’aux bactéries. Les comptes rendus sont très précis. Le calendrier des réunions est très 
bien respecté. 

Le logiciel a été mis au point sur une souche de Bacillus subtilis modifiée pour produire de la vitamine 

B12. Le logiciel est maintenant capable de détecter les séquences insérées dans les 4 plasmides qui 

sont différentes des séquences de subtilis. Le logiciel DUGMO a été validé par test sur 3 souches de E. 

coli ogm : le logiciel détecte tout ce qui est étranger à la bactérie hôte. Le logiciel a aussi été testé sur 

le subtilis sauvage (Ref. SRR 8935610 du NCBI) et ne montre pas de faux positif. Le logiciel est 

disponible sur le site github de l’Anses. 

Vu le projet de publication : “DUGMO : tool for detection of unknown gmo with high throughput 

sequencing data” soumise à BMC Bioinformatics. La publication était l’un des produits de sortie 
attendus à l’issue de la these. 

Les données sont sauvegardées toutes les semaines sur le serveur de l’Anses, il existe un rapport par 
mail pour savoir si la sauvegarde s’est effectuée correctement. 

Il n’a pas été enregistré de non-conformité lors des travaux sur la période écoulée. 

Une communication a été faite lors des journées doctorales anses d’octobre 2017. 

Vu le cahier de labo C60091 : cahier très bien tenu, et signé très régulièrement par le co-directeur de 

thèse. Le cahier contient les conclusions des manipulations et aussi les chemins d’accès de l’ensemble 
des données stockées. La traçabilité est très bonne satisfaisante. 

Il n’a pas été notifié de non-conformité au cours de cet audit. 
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Annexe B

Souches utilisées pour construire les
pangénomes des différentes bactéries

Sur les tableaux suivant, le type de données de séquençage (colonne « niveau »)
est représenté suivant quatre catégories :

— chr correspond aux données de séquençage d’un chromosome,
— wgs (whole genome sequencing) correspond aux données d’assemblage d’un

génome incomplet (contigs),
— complet correspond aux données de séquençage d’un génome complet,
— plasmide correspond aux données de séquençage d’un plasmide (fini en-

tier).
Le - indique que l’information n’est pas disponible.

B.1 Pangénome de Bacillus subtilis

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Bacillus subtilis strain BJ3-2 CP025941.1 4443 4.2 complet

Bacillus subtilis subsp. subtilis
strain BS155

CP029052.1 4576 4.3 complet

Bacillus subtilis subsp. subtilis
str. OH 131.1

CP007409.1 4062 4.0 complet

Bacillus subtilis subsp. subtilis
str. JH642 substr. AG174

CP007800.1 4361 4.2 complet

Bacillus subtilis subsp. subtilis
str. AG1839

CP008698.1 4361 4.2 complet

Bacillus subtilis strain B-1 CP009684.1 3868 3.9 genome
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Annexe B. Souches utilisées pour construire les pangénomes des différentes
bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Bacillus subtilis subsp. subtilis
strain IIG-Bs27-47-24

CP016787.1 3035 2.9 genome

Bacillus subtilis subsp. subtilis
strain PG10

CP016788.1 2890 2.8 genome

Bacillus subtilis subsp. subtilis
strain PS38

CP016789.1 2824 2.7 genome

Bacillus subtilis subsp. subtilis
strain QB5412

CP017312.1 4436 4.2 genome

Bacillus subtilis subsp. subtilis
strain QB5413

CP017313.1 5248 4.2 genome

Bacillus subtilis strain SR1 CP021985.1 4155 4.1 genome

Bacillus subtilis subsp. spizizenii
strain SW83

CP030925.1 4126 4.0 chr

Bacillus subtilis subsp. subtilis
strain IITK SM1

CP031675.1 4238 4.0 chr

Bacillus subtilis strain FB6-3 CP032089.1 4105 4.2 chr

Bacillus subtilis strain MZK05 CP032315.1 4352 4.1 complet

Bacillus subtilis strain
SRCM104005

CP035164.1 4325 4.1 complet

Bacillus subtilis strain
SRCM103571

CP035231.1 4329 4.1 complet

Bacillus subtilis strain
SRCM103835

CP035400.1 4325 4.1 complet

Bacillus subtilis strain
SRCM103622

CP035411.1 4385 4.1 complet

Bacillus subtilis strain
SRCM103629

CP035413.1 4306 4.1 complet

Bacillus subtilis subsp. subtilis
str. 168

NC_000964.3 4106 4.2 complet

Bacillus subtilis subsp. spizizenii
str. W23

NC_014479.1 4116 4.0 complet

Bacillus subtilis BSn5 NC_014976.1 4237 4.1 complet
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B.2 Pangénome de Echerichia coli

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Bacillus subtilis subsp. spizizenii
TU-B-10

NC_016047.1 4315 4.2 complet

Bacillus subtilis subsp. subtilis
RO-NN-1

NC_017195.1 4115 4.0 complet

Bacillus subtilis subsp. natto
BEST195 DNA

NC_017196.2 4366 4.1 complet

Bacillus sp. JS NC_017743.1 4185 4.1 complet

Bacillus subtilis QB928 NC_018520.1 4332 4.1 complet

Bacillus subtilis subsp. subtilis
str. BSP1

NC_019896.1 4155 4.0 complet

Bacillus subtilis XF-1 NC_020244.1 4175 4.0 complet

Bacillus subtilis subsp. subtilis
6051-HGW

NC_020507.1 4422 4.2 complet

Bacillus subtilis subsp. subtilis
str. BAB-1

NC_020832.1 4124 4.0 complet

Bacillus subtilis PY79 NC_022898.1 4187 4.0 complet

Bacillus subtilis strain SG6 NZ_-
CP009796.1

4223 4.0 complet

Bacillus subtilis strain B4146 NZ_-
JXHR01000-

001.1

4464 4.0 wgs

Bacillus subtilis strain HDZK-
BYSB7

CP026608.1 5695 5.3 complet

Tableau 17 – Liste des 37 génomes utilisés pour construire le pangénome de
B. subtilis (partiellement adapté de [86]).

B.2 Pangénome de Echerichia coli

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Escherichia coli B strain C2566 CP014268.2 4428 4.4 complet
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bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Escherichia coli 0127 :H6 strain
E2348/69

NC_011601.1 5388 4.9 complet

Escherichia coli ST131 strain
EC958

NZ_-
HG941718.1

5472 5.1 complet

Escherichia coli BL21(DE3) NC_012892.2 4700 4.5 complet

Escherichia coli strain BA22372 NZ_-
CP040397.1

4833 4.7 complet

Escherichia coli strain RM14715 NZ_-
CP027104.1

4852 4.8 complet

Escherichia coli strain FORC_-
081

NZ_-
CP029057.1

5138 4.7 complet

Escherichia coli strain
WCHEC025970

NZ_-
CP036177.1

5284 4.7 complet

Escherichia coli strain 2012C-
4227

NZ_-
CP013029.1

5534 5.2 complet

Escherichia coli Nissle 1917 NZ_-
CP007799.1

5495 5.4 complet

Escherichia coli UM146 NC_017632.1 5049 4.9 complet

Escherichia coli CFT073 NC_004431.1 5169 5.2 complet

Escherichia coli strain ECZP248 NZ_-
CP034784.1

4812 4.4 complet

Escherichia coli strain BH100
substr. MG2014

NZ_-
CP024650.2

5102 5.0 complet

Escherichia coli strain FAM21845 NZ_-
CP017220.1

5139 4.9 complet

Escherichia coli strain
SCEC020022

NZ_-
CP032892.1

5417 4.9 complet

Escherichia coli str. K-12 substr.
MG1655

NC_000913.3 4395 4.6 complet

Escherichia coli strain
WCHEC025943

NZ_-
CP027205.2

6343 4.8 complet

Escherichia coli strain FORC_-
069

NZ_-
CP023061.1

6478 5.1 complet
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B.2 Pangénome de Echerichia coli

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Escherichia coli strain cq9 NZ_-
CP031546.1

7284 5.2 complet

Escherichia coli O157 :H7 str. Sa-
kai DNA

NC_002695.2 5361 5.5 complet

Escherichia coli strain FORC 064 NZ_-
CP022664.1

5405 4.8 complet

Escherichia coli APEC O2-211 NZ_-
CP006834.2

5565 5.1 complet

Escherichia coli strain EC590 NZ_-
CP016182.2

4788 4.6 complet

Escherichia coli str. Sanji NZ_-
CP011061.1

5702 4.9 complet

Escherichia coli strain SF-088 NZ_-
CP012635.1

5474 5.0 complet

Escherichia coli strain 2009C-
3133

NZ_-
CP013025.1

5860 5.1 complet

Escherichia coli strain CF-
SAN029787

NZ_-
CP011416.1

5633 4.9 complet

Escherichia coli O145 :H28 str.
RM12581

NZ_-
CP007136.1

6116 5.5 complet

Escherichia coli strain ST2747 NZ_-
CP007393.1

5039 5.0 complet

Escherichia coli S88 NC_011742.1 5427 5.0 complet

Escherichia coli UMN026 NC_011751.1 5033 5.2 complet

Escherichia coli APEC O18 NZ_-
CP006830.1

5149 5.0 complet

Escherichia coli strain D9 NZ_-
CP010152.1

5006 4.6 complet

Escherichia coli strain D9 plas-
mid A

NZ_-
CP010153.1

130 0.1 plasmide

Escherichia coli strain D9 plas-
mid B

NZ_-
CP010154.1

87 0.08 plasmide
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bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Escherichia coli strain D9 plas-
mid C

NZ_-
CP010155.1

52 0.04 plasmide

Escherichia coli strain D9 plas-
mid D

NZ_-
CP010156.1

7 0.005 plasmide

Escherichia coli strain S50 NZ_-
CP010238.1

5239 4.8 complet

Escherichia coli strain M8 NZ_-
CP010191.1

5232 4.8 complet

Escherichia coli strain M8 plas-
mid A

NZ_-
CP010192.1

185 0.2 plasmide

Escherichia coli strain M8 plas-
mid B

NZ_-
CP010193.1

57 0.04 plasmide

Escherichia coli strain M8 plas-
mid C

NZ_-
CP010194.1

46 0.03 plasmide

Escherichia coli strain M8 plas-
mid D

NZ_-
CP010195.1

11 0.005 plasmide

Escherichia coli strain C8 NZ_-
CP010125.1

5233 4.9 complet

Escherichia coli strain C8 plas-
mid A

NZ_-
CP010126.1

181 0.1 plasmide

Escherichia coli strain C8 plas-
mid B

NZ_-
CP010127.1

52 0.04 plasmide

Escherichia coli strain C8 plas-
mid C

NZ_-
CP010128.1

14 0.008 plasmide

Escherichia coli strain H3 NZ_-
CP010167.1

4797 4.6 complet

Escherichia coli strain H3 plas-
mid A

NZ_-
CP010168.1

59 0.05 plasmide

Escherichia coli strain H1 NZ_-
CP010160.1

4994 4.8 complet

Escherichia coli strain H1 plas-
mid A

NZ_-
CP010161.1

7 0.004 plasmide
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B.2 Pangénome de Echerichia coli

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Escherichia coli strain H1 plas-
mide B

NZ_-
CP010162.1

4 0.004 plasmide

Escherichia coli strain S3 NZ_-
CP010228.1

4773 4.6 complet

Escherichia coli O145 :H28 str.
RM13516

NZ_-
CP006262.1

5899 5.4 complet

Escherichia coli KO11 NC_016902.1 5217 4.9 complet

Escherichia coli KO11 plasmid
pEKO1102

NC_016903.1 9 0.005 plasmide

Escherichia coli KO11 plasmid
pEKO1101

NC_016904.1 136 0.1 plasmide

Escherichia coli IAI1 NC_011741.1 4786 4.7 complet

Escherichia coli APEC O1 NC_008563.1 5543 5.0 complet

Escherichia coli IAI39 NC_011750.1 4936 5.1 complet

Escherichia coli ST131 strain
EC958 plasmid pEC958

NZ_-
HG941719.1

173 0.1 plasmide

Escherichia coli ST131 strain
EC958 plasmid pEC958B

NZ_-
HG941720.1

4 0.004 plasmide

Escherichia coli UM146 plasmid
pUM146

NC_017630.1 157 0.1 plasmide

Escherichia coli strain SF-088
plasmid pSF-088-1

NZ_-
CP012636.1

192 0.1 plasmide

Escherichia coli strain SF-088
plasmid pSF-088-2

NZ_-
CP012637.1

5 0.005 plasmide

Escherichia coli strain SF-088
plasmid pSF-088-3

NZ_-
CP012638.1

3 0.004 plasmide

Escherichia coli O145 :H28 str.
RM12581 plasmid pRM12581

NZ_-
CP007137.1

97 0.06 plasmide

Escherichia coli O145 :H28 str.
RM12581 plasmid pO145-12581

NZ_-
CP007138.1

102 0.09 plasmide

Tableau 18 – Liste des 45 génomes utilisés pour construire le pangénome de E.
coli (partiellement adapté de [91]).
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Annexe B. Souches utilisées pour construire les pangénomes des différentes
bactéries

B.3 Pangénome de Campylobacter jejuni

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni NCTC 11168 = ATCC
700819

AL111168.1 1668 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. doy-
lei strain NCTC11951

LR134359.1 2052 1.9 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain ATCC 33560

CP019838.1 1836 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
NCTC11351

LN831025.1 1803 1.8 complet

Campylobacter jejuni subsp. doy-
lei strain 269.97

CP000768.1 1972 1.8 complet

Campylobacter jejuni subsp. doy-
lei strain FDAARGOS_295

CP027403.1 1969 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain CF-
SAN054107

CP028185.1 1999 1.9 complet

Campylobacter jejuni strain CF-
SAN054107 plasmid pGMI16-002

CP028186.1 81 0.1 plasmide

Campylobacter jejuni strain
NCTC13265

LR134498.1 1948 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain HF5-
4A-4

CP007188.1 1971 1.8 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain NADC 20827

CP045048.1 1956 1.9 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain NADC 20827 plasmid
p20827L

CP045046.1 54 0 plasmide

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain NADC 20827 plasmid
p20827S

CP045047.1 5 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
NCTC13268

LR134497.1 1864 1.8 complet
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B.3 Pangénome de Campylobacter jejuni

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain R14

CP005081.1 1943 1.8 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain HPC5

CP032316.1 1936 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ018CCUA

CP012221.1 1926 1.8 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain MTVDSCj16

CP017033.1 1866 1.8 complet

Campylobacter jejuni RM1221
strain RM1221

CP000025.1 1888 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
FDAARGOS_421

CP023866.1 1887 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
YH002

CP020776.1 1935 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
YH002 plasmid pCJP002

CP020775.1 54 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
FDAARGOS_262

CP022076.1 1824 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
ZP3204

CP017856.1 1888 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
ZP3204 plasmid pCJDM204L

CP017854.1 45 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
ZP3204 plasmid pCJDM204S

CP017855.1 6 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
TS1218

CP017860.1 1881 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
TS1218 plasmid pCJDM218

CP017861.1 46 0 plasmide

Campylobacter jejuni subsp. doy-
lei strain NCTC11924

LR134530.1 1845 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain AR-
0412

CP044173.1 1925 1.8 complet
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bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni strain AR-
0412 plasmid pAR-0412

CP044174.1 - - plasmide

Campylobacter jejuni strain CF-
SAN032806

CP045789.1 1916 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
CFSAN032806 plasmid pCF-
SAN032806

CP045790.1 63 0 plasmide

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain M129

CP007749.1 1863 1.8 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain M129 plasmid pTet-
M129

CP007750.1 51 0 plasmide

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain CLB104

CP034393.1 1855 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
YQ2210

CP017859.1 1886 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
YQ2210 plasmid pCJDM210L

CP017857.1 45 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
YQ2210 plasmid pCJDM210S

CP017858.1 6 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
CJ071CC464

CP012217.1 1851 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 00-0949

CP010301.1 1955 1.8 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 00-0949 plasmid pTet

CP010302.1 52 0 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 00-0949 plasmid pVir

CP010303.1 46 0 complet

Campylobacter jejuni strain
IF1100

CP017863.1 1853 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
IF1100 plasmid pCJDM100

CP017864.1 6 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
YH003

CP041584.1 1813 1.7 complet
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B.3 Pangénome de Campylobacter jejuni

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 01-1512

CP010072.1 1954 1.8 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 01-1512 plasmid pCj1

CP010073.1 51 0 plasmide

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 01-1512 plasmid pCj2

CP010074.1 46 0 plasmide

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 00-1597

CP010306.1 1801 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
SCJK2

CP038862.1 1993 1.9 complet

Campylobacter jejuni strain
SCJK2 plasmid p2

CP038864.1 49 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
SCJK2 plasmid unnamed1

CP038863.1 101 0.1 plasmide

Campylobacter jejuni subsp. doy-
lei strain NCTC11925

LS483295.1 1789 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain CF-
SAN032806

CP023543.1 1870 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
CFSAN032806 plasmid pCF-
SAN032806

CP023544.1 66 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
CJ067CC45

CP012206.1 1823 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 00-2544

CP006709.2 1860 1.8 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 00-2544 plasmid unna-
med

CP006710.1 44 0 plasmide

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 00-2538

CP006707.2 1805 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 00-2425

CP006729.2 1801 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain AR-
0414

CP044169.1 1778 1.7 complet
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Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain YH001

CP010058.1 1809 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 14980A

CP017029.1 1799 1.8 complet

Campylobacter jejuni subsp.
jejuni strain 14980A plasmid
pCJ14980A

CP017030.1 51 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
12567

CP028909.1 1774 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
32488

CP006006.1 1765 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
FJ3124

CP017862.1 1777 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ074CC443

CP012216.1 1764 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain F38011

CP006851.1 1773 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
FDAARGOS_422

CP023867.1 1771 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain AR-
0419

CP044162.1 1765 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain MTVDSCj13

CP017032.1 1746 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
NCTC 12660

CP028910.1 1756 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain huA17

CP028372.1 1910 1.8 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain huA17 plasmid unna-
med1

CP028373.1 152 0.1 plasmide

Campylobacter jejuni strain
WP2202

CP014742.1 1880 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
WP2202 plasmid pCJDM202

CP014743.1 116 0.1 plasmide
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B.3 Pangénome de Campylobacter jejuni

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain S3

CP001960.1 1818 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain S3 plasmid pTet

CP001961.1 50 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
CJ017CCUA

CP012212.1 1772 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 00-2426

CP006708.2 1750 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC520

CP010501.1 1777 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain D42a

CP007751.1 1809 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain D42a plasmid pTet-
D42a

CP007752.1 54 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC032

CP010496.1 1770 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC538

CP010495.1 1775 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain NS4-
5-1

CP007192.1 1723 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain RM1285

CP015209.1 1744 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
OD267

CP014744.1 1921 1.8 complet

Campylobacter jejuni strain
OD267 plasmid pCJDM67 L

CP014745.1 108 0.1 plasmide

Campylobacter jejuni strain
OD267 plasmid pCJDM67 S

CP014746.1 46 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC073

CP010475.1 1773 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC014

CP010502.1 1777 1.7 complet
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Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 00-6200

CP010307.1 1743 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain NS4-
1-1

CP007191.1 1719 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC002

CP010472.1 1773 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain 4031 HG428754.1 1732 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC100

CP010462.1 1769 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC521

CP010476.1 1779 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC524

CP010480.1 1773 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC526

CP010477.1 1754 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC523

CP010508.1 1765 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
NCTC13255

LR134499.1 1740 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain RM3420

CP017456.1 1733 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
NCTC13261

LR134500.1 1753 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC531

CP010492.1 1767 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC036

CP010479.1 1745 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
NCTC13266

LR134496.1 1738 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain RM3196

CP012690.1 1738 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain RM3197

CP012689.1 1740 1.7 complet
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Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC024

CP010467.1 1745 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
RM1246-ERRC

CP022470.1 1781 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
RM1246-ERRC plasmid
pRM1246_ERRC

CP022471.1 53 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
CJ066CC508

CP012224.1 1713 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC533

CP010458.1 1760 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain NCTC12109

LR134505.1 1710 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain MTVDSCj07

CP017031.1 1708 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ515CC45

CP012210.1 1741 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain MTVDSCj20

CP008787.1 1711 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
RM3194

CP014344.1 1782 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
RM3194 plasmid unnamed

CP014345.1 80 0.1 plasmide

Campylobacter jejuni strain
FDAARGOS_265

CP022079.1 1761 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
FDAARGOS_265 plasmid
unnamed1

CP022078.1 54 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC530

CP010489.1 1743 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
11168H/araE

CP022559.1 1715 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain AR-
0415

CP044167.1 1757 1.7 complet
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Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni strain AR-
0415 plasmid pAR-0415

CP044168.1 - - plasmide

Campylobacter jejuni strain BfR-
CA-14430

CP043763.1 1746 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
BfR-CA-14430 plasmid pBfR-
CA-14430

CP043764.1 45 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
11168H/lacY

CP022439.1 1709 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC528

CP010500.1 1728 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC064

CP010468.1 1717 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC062

CP010493.1 1721 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain NS4-
9-1

CP007193.1 1700 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC527

CP010506.1 1718 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC532

CP010490.1 1717 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC519

CP010471.1 1713 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC013

CP010461.1 1718 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC522

CP010463.1 1714 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC536

CP010474.1 1715 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC525

CP010469.1 1711 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni NCTC 11168-GSv strain
NCTC 11168-rNRC

CP006689.1 1715 1.6 complet
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Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain NCTC 11168-BN148

HE978252.1 1708 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain NCTC 11168-K12E5

CP006685.1 1710 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain NCTC 11168-Kf1

CP006686.1 1710 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp.
jejuni strain NCTC 11168-
mcK12E5

CP006687.1 1712 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp.
jejuni strain NCTC 11168-
mfK12E5

CP006688.1 1711 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
FDAARGOS_263

CP022077.1 1714 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain NCTC11168

LS483362.1 1715 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain NCTC10983

LR134511.1 1712 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC094

CP010464.1 1714 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC040

CP010510.1 1713 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain AR-
0413

CP044171.1 1819 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain AR-
0413 plasmid pAR-0413-1

CP044170.1 - - plasmide

Campylobacter jejuni strain AR-
0413 plasmid pAR-0413-2

CP044172.1 - - plasmide

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC016

CP010481.1 1729 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC034

CP010484.1 1723 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC540

CP010509.1 1720 1.6 complet
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Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC085

CP010504.1 1722 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC539

CP010457.1 1729 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC041

CP010482.1 1721 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain CG8421

CP005388.1 1715 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
RM1285

CP012696.1 1700 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC026

CP010470.1 1725 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC039

CP010503.1 1722 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain PT14

CP003871.4 1694 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC047

CP010459.1 1720 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC052

CP010505.1 1717 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC061

CP010511.1 1720 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain IA3902

CP001876.1 1749 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain IA3902 plasmid pVir

CP001877.1 53 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
NCTC12851

LR134507.1 1685 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ031CC45

CP012211.1 1723 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
NCTC 12664

CP028912.1 1694 1.6 complet
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Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC541

CP010466.1 1713 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC033

CP010497.1 1718 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
NCTC13257

LR134502.1 1684 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC012

CP010487.1 1717 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC534

CP010473.1 1719 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC535

CP010483.1 1723 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC542

CP010499.1 1717 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC537

CP010498.1 1720 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC092

CP010488.1 1717 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC058

CP010460.1 1720 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC059

CP010494.1 1714 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC078

CP010507.1 1715 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC529

CP010491.1 1715 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC086

CP010485.1 1711 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
FORC_046

CP017229.1 1775 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
FORC_046 plasmid pFORC46.1

CP017230.1 62 0 plasmide
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Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni strain
FORC_046 plasmid pFORC46.2

CP017231.1 41 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain HF5-
7-1

CP007190.1 1671 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain HF5-
5-1

CP007189.1 1674 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC095

CP010486.1 1713 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. tex-
titjejuni strain 81116 ; NCTC
11828

CP000814.1 1677 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
FORC_083

CP028933.1 1747 1.7 complet

Campylobacter jejuni strain
FORC_083 plasmid pFORC_-
083_2

CP028934.1 70 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
FORC_083 plasmid pFORC_-
083_3

CP028935.1 1 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC008

CP010465.1 1707 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
FDAARGOS_266

CP022080.1 1673 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain 81-
176_G1_B0

CP022440.1 1667 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain ATCC 35925

CP020045.1 1654 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJM1cam

CP012149.1 1667 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain M1

CP001900.1 1667 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 81-176

CP000538.1 1771 1.7 complet
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B.4 Pangénome de Lactococcus lactis

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 81-176 plasmid pTet

CP000549.1 52 0 plasmide

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 81-176 plasmid pVir

CP000550.1 53 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain 81-
176_G1_B7

CP022551.1 1671 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
NCTC 12661

CP028911.1 1656 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ513CC45

CP012213.1 1685 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
NCTC12662

CP019965.1 1657 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain 35925

CP010906.1 1652 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain BC CP032522.1 1680 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ088CC52

CP012214.1 1674 1.6 complet

Campylobacter jejuni strain
CJ090CC1332

CP012220.1 1638 1.6 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain ICDCCJ07001

CP002029.1 1669 1.7 complet

Campylobacter jejuni subsp. je-
juni strain ICDCCJ07001 plas-
mid pTet

CP002030.1 37 0 plasmide

Campylobacter jejuni strain
CJ677CC010

CP010478.1 1751 1.7 complet

Tableau 19 – Liste des 219 génomes et plasmides utilisés pour construire le pan-
génome de C. jejuni.

B.4 Pangénome de Lactococcus lactis
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Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain A12

LT599049.1 2700 2.7 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain A12 plasmid pA12-1

LT599050.1 6 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain A12 plasmid pA12-2

LT599051.1 8 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain A12 plasmid pA12-3

LT599052.1 58 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain A12 plasmid pA12-4

LT599053.1 85 0.1 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain KF147

CP001834.1 2616 2.6 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain KF147 plasmid pKF147A

CP001835.1 38 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 14B4

CP028160.1 2626 2.6 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 14B4 plasmid p14B4

CP028161.1 63 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC06

CP015902.1 2714 2.7 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC06 plasmid pUC06A

CP016734.1 43 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC06 plasmid pUC06B

CP016735.1 55 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC06 plasmid pUC06C

CP016736.1 29 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC06 plasmid pUC06D

CP034579.1 10 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC06 plasmid pUC06E

CP034580.1 6 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC06 plasmid pUC06F

CP034581.1 27 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain NCDO 2118

CP009054.1 2551 2.6 complet
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Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Lactococcus lactis subsp. lac-
tis strain NCDO 2118 plasmid
pNCDO2118

CP009055.1 44 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 275

CP015897.1 2784 2.8 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 275 plasmid p275A

CP016699.1 104 0.1 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 275 plasmid p275B

CP016700.1 65 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 275 plasmid p275C

CP016701.1 62 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 275 plasmid p275D

CP016702.1 60 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain S0

CP010050.1 2493 2.5 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 229

CP015896.1 2663 2.6 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 229 plasmid p229A

CP016694.1 59 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 229 plasmid p229B

CP016695.1 29 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 229 plasmid p229C

CP016696.1 29 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 229 plasmid p229D

CP016697.1 8 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 229 plasmid p229E

CP016698.1 51 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain F44

CP024954.1 2350 2.4 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain FM03

CP020604.1 2560 2.5 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain FM03
plasmid pLd1

CP020605.1 10 0 plasmide
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Annexe B. Souches utilisées pour construire les pangénomes des différentes
bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain FM03
plasmid pLd2

CP020606.1 16 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain FM03
plasmid pLd3

CP020607.1 2 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain FM03
plasmid pLd4

CP020608.1 11 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain FM03
plasmid pLd5

CP020609.1 6 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain FM03
plasmid pLd6

CP020610.1 3 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain FM03
plasmid pLd7

CP020611.1 30 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UL8

CP015908.1 2495 2.5 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UL8 plasmid pUL8A

CP016704.1 6 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UL8 plasmid pUL8B

CP016705.1 30 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UL8 plasmid pUL8C

CP016706.1 3 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
IO-1 strain IO-1

AP012281.1 2329 2.4 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain SD96

CP043523.1 2706 2.6 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain SD96 plas-
mid pSD96_01

CP043525.1 15 0 plasmide
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B.4 Pangénome de Lactococcus lactis

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain SD96 plas-
mid pSD96_02

CP043526.1 91 0.1 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain SD96 plas-
mid pSD96_03

CP043527.1 35 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain SD96 plas-
mid pSD96_04

CP043528.1 12 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain SD96 plas-
mid pSD96_05

CP043524.1 56 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain SD96 plas-
mid pSD96_06

CP043518.1 26 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain SD96 plas-
mid pSD96_07

CP043519.1 12 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain SD96 plas-
mid pSD96_08

CP043520.1 10 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain SD96 plas-
mid pSD96_09

CP043521.1 5 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
bv. diacetylactis strain SD96 plas-
mid pSD96_10

CP043522.1 17 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain G423

CP024958.1 2345 2.4 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain CV56

CP002365.1 2516 2.5 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain CV56 plasmid pCV56A

CP002366.1 39 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain CV56 plasmid pCV56B

CP002367.1 28 0 plasmide
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Annexe B. Souches utilisées pour construire les pangénomes des différentes
bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain CV56 plasmid pCV56C

CP002368.1 29 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain CV56 plasmid pCV56D

CP002369.1 8 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain CV56 plasmid pCV56E

CP002370.1 3 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC063

CP015905.1 2570 2.5 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC063 plasmid pUC063A

CP016715.1 79 0.1 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC063 plasmid pUC063B

CP016716.1 41 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC063 plasmid pUC063C

CP016717.1 15 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC063 plasmid pUC063D

CP016718.1 10 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC063 plasmid pUC063E

CP016719.1 11 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC11

CP015904.1 2483 2.5 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC11 plasmid pCU11E

CP034572.1 8 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC11 plasmid pUC11A

CP016720.1 65 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC11 plasmid pUC11B

CP016721.1 52 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC11 plasmid pUC11C

CP016722.1 18 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC11 plasmid pUC11D

CP016723.1 17 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC11 plasmid pUC11F

CP016725.1 4 0 plasmide
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B.4 Pangénome de Lactococcus lactis

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC08

CP015903.1 2502 2.5 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC08 plasmid pUC08A

CP016726.1 102 0.1 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC08 plasmid pUC08B

CP016727.1 52 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC08 plasmid pUC08C

CP016728.1 21 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC08 plasmid pUC08D

CP034577.1 4 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC08 plasmid pUC08E

CP034578.1 7 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
Il1403 strain IL1403

AE005176.1 2406 2.4 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain G50

CP025500.1 2300 2.3 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain KLDS 4.0325

CP006766.1 2869 2.8 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain KLDS 4.0325 plasmid 1

CP006767.1 5 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain KLDS 4.0325 plasmid 2

CP007042.1 2 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain KLDS 4.0325 plasmid 3

CP007043.1 3 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain KLDS 4.0325 plasmid un-
named4

CP029291.1 14 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain KLDS 4.0325 plasmid un-
named5

CP029292.1 63 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain KLDS 4.0325 plasmid un-
named6

CP029293.1 119 0.1 plasmide
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Annexe B. Souches utilisées pour construire les pangénomes des différentes
bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC77

CP015906.1 2825 2.7 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC77 plasmid pUC77A

CP016713.1 7 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC77 plasmid pUC77B

CP016714.1 66 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC77 plasmid pUC77C

CP034573.1 58 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC77 plasmid pUC77D

CP034574.1 47 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain UC77 plasmid pUC77E

CP034575.1 7 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 184

CP015895.1 2441 2.4 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 184 plasmid p184A

CP016691.1 13 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 184 plasmid p184B

CP016692.1 6 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 184 plasmid p184C

CP016693.1 14 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 184 plasmid p184D

CP034584.1 3 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 184 plasmid p184E

CP034585.1 4 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain 184 plasmid p184F

CP034586.1 8 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain C10

CP015898.1 2437 2.4 complet

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain C10 plasmid pC10A

CP016703.1 4 0 plasmide

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain C10 plasmid pC10B

CP034582.1 48 0 plasmide
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B.5 Pangénome de Listeria monocytogenes

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Lactococcus lactis subsp. lactis
strain C10 plasmid pC10C

CP034583.1 5 0 plasmide

Tableau 20 – Liste des 107 génomes et plasmides utilisés pour construire le pan-
génome de L. lactis.

B.5 Pangénome de Listeria monocytogenes

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Listeria monocytogenes stain
J1816

CP006047.2 2947 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
C1-387

CP006591.1 3052 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain J2-
064

CP006592.1 2946 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain J2-
031

CP006593.1 3020 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
R2-502

CP006594.1 3142 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain J1-
108

CP006596.2 2981 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
N1-011A

CP006597.1 3160 3.1 complet

Listeria monocytogenes strain
J1776

CP006598.1 2996 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
J1817

CP006599.1 2998 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
J1926

CP006600.1 2995 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
CFSAN023459

CP014252.1 3113 3.0 complet
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Annexe B. Souches utilisées pour construire les pangénomes des différentes
bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Listeria monocytogenes strain
CFSAN023459 plasmid CF-
SAN023459_01

CP014253.1 17 0 plasmide

Listeria monocytogenes strain
CFSAN023459 plasmid CF-
SAN023459_02

CP014254.1 62 0 plasmide

Listeria monocytogenes strain
FDA00006907

CP022020.1 3066 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
FDA00006907 plasmid pCF-
SAN021445

CP022021.1 168 0.1 plasmide

Listeria monocytogenes strain
AUSMDU00000224

CP045972.1 2851 2.8 complet

Listeria monocytogenes strain
AUSMDU00000224 plasmid
pAUSMDU00000224_01

CP045973.1 62 0 plasmide

Listeria monocytogenes serotype
1-2c str. SLCC2372 plasmid
pLM1-2cUG1

FR667691.1 54 0 plasmide

Listeria monocytogenes strain
SLCC2372 serotype 1/2c

FR733648.1 2936 2.9 complet

Listeria monocytogenes R479a HG813247.1 2982 2.9 complet

Listeria monocytogenes R479a
plasmid pLMR479a

HG813248.1 92 0.1 plasmide

Listeria monocytogenes serotype
4b str. F2365

NC_002973.6 2883 2.9 complet

Listeria monocytogenes EGD-e
chromosome

NC_003210.1 2867 2.8 complet

Listeria monocytogenes HCC23 NC_011660.1 3031 3.0 complet

Listeria monocytogenes serotype
4b str. CLIP 80459

NC_012488.1 2882 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain 08-
5578

NC_013766.2 3144 3.1 complet
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B.5 Pangénome de Listeria monocytogenes

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Listeria monocytogenes strain 08-
5923

NC_013768.1 3024 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
L99

NC_017529.1 3027 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain M7 NC_017537.1 3031 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
10403S

NC_017544.1 2955 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
J0161

NC_017545.1 3077 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
FSL R2-561

NC_017546.1 2997 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
Finland 1998

NC_017547.1 2902 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
07PF0776

NC_017728.1 2939 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
ATCC 19117 serotype 4d

NC_018584.1 2976 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
SLCC2378

NC_018585.1 2919 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
SLCC2540

NC_018586.1 2951 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
SLCC2755

NC_018587.1 3045 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
SLCC2372

NC_018588.1 3053 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
SLCC2479

NC_018589.1 2997 3.0 complet

Listeria monocytogenes strain
SLCC2376

NC_018590.1 2810 2.8 complet

Listeria monocytogenes serotype
7 str. SLCC2482

NC_018591.1 2968 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
SLCC5850

NC_018592.1 2911 2.9 complet
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bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Listeria monocytogenes strain
SLCC7179

NC_018593.1 2896 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
L312

NC_018642.1 2880 2.9 complet

Listeria monocytogenes serotype
4b str. LL195

NC_019556.1 2936 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
La111

NC_020557.1 2884 2.9 complet

Listeria monocytogenes strain
N53-1

NC_020558.1 2894 2.9 complet

Tableau 21 – Liste des 48 génomes et plasmides utilisés pour construire le pan-
génome de L. monocytogenes (partiellement adapté de [94]).

B.6 Pangénome de Mycobacterium tuberculosis

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Mycobacterium tuberculosis
strain F1

CP010329 4400 4.43 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain F28

CP010330 4366 4.42 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain H37Ra

NC_009525 4348 4.42 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain Erdman

NC_020559 4373 4.39 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain 22103

CP010339 4345 4.4 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain 22115

CP010337 4356 4.4 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain 37004

CP010338 4375 4.42 complet
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B.6 Pangénome de Mycobacterium tuberculosis

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Mycobacterium tuberculosis
strain KZN 4207

NC_016768 4324 4.4 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain KZN 605

NC_018078 4326 4.4 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain KZN 1435

NC_012943 4333 4.4 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain Haarlem

NC_022350 4322 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain F11

NC_009565 4352 4.42 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain H37Rv

NC_000962 4336 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain CDC1551

NC_002755 4351 4.4 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain 7199-99

NC_020089 4344 4.42 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain CTRI-2

NC_017524 4331 4.4 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain Kurono

NZ_-
AP014573

4342 4.42 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain 26105

CP010340 4393 4.43 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain 2242

CP010335 4428 4.42 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain 2279

CP010336 4400 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain NITR203

NC_021054 4442 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain HKBS1

CP002871 4343 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain CCDC5079

NC_021251 4354 4.41 complet
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bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Mycobacterium tuberculosis
strain 49-02

HG813240 4350 4.42 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain 96075

CP009426 4327 4.4 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain BT1

CP002883 4337 4.4 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain BT2

CP002882 4343 4.4 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain CCDC5180

CP002885 4353 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain 323

CP010873 4403 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain ZMC13-88

CP009101 4364 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain ZMC13-264

CP009100 4365 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain KIT87190

CP007809 4341 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain K

CP007803 4334 4.39 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain 96121

CP009427 4375 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain EAI5

NC_021740 4322 4.39 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain NITR206

NC_021194 4417 4.39 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain PanR0201

CM002049.1 4352 4.41 wgs

Mycobacterium tuberculosis
strain PanR0802

CM002050.1 4339 4.4 wgs

Mycobacterium tuberculosis
strain PanR1005

CM002051.1 4322 4.39 wgs
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B.7 Pangénome de Salmonella typhimurium

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Mycobacterium tuberculosis
strain PanR0704

CM002048.1 4332 4.39 wgs

Mycobacterium tuberculosis
strain Beijing/NITR203

CP005082.1 4461 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain EAI5/NITR206

CP005387.1 4433 4.39 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain EAI5

CP006578.1 4341 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain UT205

HE608151.1 4212 4.29 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain 7199-99

HE663067.1 3994 4.0 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain H37Rv

AL123456.3 4367 4.41 complet

Mycobacterium tuberculosis
strain TCDC11

CP046728.2 4121 4.2 complet

Tableau 22 – Liste des 47 génomes utilisés pour construire le pangénome de
M. tuberculosis (partiellement adapté de [95] et [96]).

B.7 Pangénome de Salmonella typhimurium

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
LT2

AE006468.2 4714 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
LT2 plasmid pSLT

AE006471.2 102 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ATCC 13311

CP009102.1 4658 4.8 complet
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bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ATCC 13311 plasmid pSTY1

CP009103.1 44 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
L-3553

AP014565.1 5101 5.2 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
L-3553 plasmid pST3553

AP014566.1 159 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SO4698-09

LN999997.1 4939 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
AUSMDU00008979

CP045952.1 5188 5.2 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
AUSMDU00008979 plasmid
pAUSMDU00008979_01

CP045953.1 187 0.2 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
TW-Stm6

CP019649.1 5176 5.3 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
TW-Stm6 plasmid p275_TW-
Stm6

CP019647.1 287 0.3 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
TW-Stm6 plasmid p4_TW-Stm6

CP019648.1 4 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
WW012

CP022168.1 5020 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
WW012 plasmid pWW012

CP022169.1 0 0 plasmide
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B.7 Pangénome de Salmonella typhimurium

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
VNB151-sc-2315230

LT795114.1 5118 5.2 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
VNB151-sc-2315230 plasmid p1

LT795115.1 0 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
VNB151-sc-2315230 plasmid p2

LT795116.1 0 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
TJWQ005

CP040458.1 5138 5.2 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
TJWQ005 plasmid unnamed1

CP040457.1 0 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
81741

CP019442.1 5293 5.3 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
81741 plasmid unnamed1

CP019443.1 266 0.2 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
81741 plasmid unnamed2

CP019444.1 114 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FDAARGOS_317

CP027410.1 5204 5.2 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FDAARGOS_317 plasmid unna-
med

CP027409.1 273 0.2 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SAP17-8290

CP040568.1 5037 5.1 complet
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bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain SAP17-8290 plasmid
pCFSAN059542

CP040569.1 121 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
AUSMDU00010530

CP045947.1 4849 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
AUSMDU00010530 plasmid
pAUSMDU00010530_01

CP045948.1 6 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
NCCP 16207

CP041976.1 5004 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
NCCP 16207 plasmid unnamed1

CP041974.1 151 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
NCCP 16207 plasmid unnamed2

CP041975.1 23 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
T000240

AP011957.1 4956 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
T000240 plasmid pSTMDT12_L

AP011958.1 139 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
T000240 plasmid pSTMDT12_S

AP011959.1 10 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PNCS014862

CP039591.1 4909 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PNCS014862 plasmid p11-0500.1

CP039592.1 121 0.1 plasmide
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
USDA-ARS-USMARC-1808

CP014969.1 4919 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
USDA-ARS-USMARC-1808 plas-
mid pSTY1-1808

CP014970.1 112 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
CDC 2009K-1640

CP014975.1 4998 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain CDC 2009K-1640 plasmid
pSTY1-2009K-1640

CP014976.1 111 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
DT104

HF937208.1 4918 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
DT104 plasmid II

HF937209.1 106 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
138736

CP007581.1 4997 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
138736 plasmid unnamed

CP007582.1 105 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
YU15

CP014358.1 4914 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
YU15 plasmid pYU15_94

CP014359.1 114 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PNCS014856

CP039576.1 4974 5.1 complet
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PNCS014856 plasmid p10-3857.1

CP039577.1 191 0.2 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PNCS014856 plasmid p10-3857.2

CP039578.1 6 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
sg_wt7

CP036168.1 4943 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
str. USDA-ARS-USMARC-1810
strain USDA-ARS-USMARC-
1810

CP014982.2 4855 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PNCS014879

CP040321.1 4907 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PNCS014879 plasmid p16-6397.1

CP040322.1 121 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PNCS014879 plasmid p16-6397.2

CP040323.1 9 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SO2

CP014356.1 4888 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SO2 plasmid pSO2_STV

CP014357.1 115 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
B3589

CP034968.1 4962 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
B3589 plasmid p3589

CP034969.1 7 0 plasmide
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SO3

CP014536.1 4882 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SO3 plasmid pSO3_STV

CP014537.1 113 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
CDC 2011K-1702

CP014967.1 4944 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain CDC 2011K-1702 plasmid
pSTY1-2011K-1702

CP014968.1 112 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SAP17-7399

CP040562.1 4835 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain SAP17-7399 plasmid
pCFSAN059545

CP040563.1 5 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
YU39

CP011428.1 5111 5.2 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
YU39 plasmid pYU39_2.7

CP011435.1 4 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
YU39 plasmid pYU39_4.2

CP011434.1 4 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
YU39 plasmid pYU39_4.8

CP011433.1 5 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
YU39 plasmid pYU39_5.1

CP011432.1 3 0 plasmide
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
YU39 plasmid pYU39_89

CP011430.1 109 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
YU39 plasmid pYU39_IncA/C

CP011429.1 178 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
YU39 plasmid pYU39_IncX

CP011431.1 48 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FDAARGOS_321

CP022070.2 4986 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FDAARGOS_321 plasmid unna-
med1

CP022071.2 120 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FDAARGOS_321 plasmid unna-
med2

CP022072.2 65 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
CDC H2662

CP014979.2 4938 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
CDC H2662 plasmid pSTY1-
H2662

CP014980.1 121 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium var. 5-
strain CFSAN067216

CP028318.1 4933 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium var.
5- strain CFSAN067216 plasmid
pSC-09-1

CP028319.1 120 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SAP17-7699

CP040564.1 4913 5.0 complet
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Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain SAP17-7699 plasmid
pCFSAN059544

CP040565.1 120 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
D23580

LS997973.1 5037 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
D23580 plasmid D23580_liv_-
pBT1

LS997975.1 - - plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
D23580 plasmid D23580_liv_-
pBT2

LS997976.1 - - plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
D23580 plasmid D23580_liv_-
pBT3

LS997977.1 - - plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
D23580 plasmid D23580_liv_-
pSLT-BT

LS997974.1 - - plasmide

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium str.
D23580 strain D23580

FN424405.1 4729 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
UGA14

CP021462.1 5249 5.4 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
UGA14 plasmid pUGA14_1

CP021463.1 389 0.4 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
UGA14 plasmid pUGA14_2

CP021464.1 154 0.1 plasmide
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
UGA14 plasmid pUGA14_3

CP021465.1 4 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
UGA14 plasmid pUGA14_4

CP021466.1 2 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ST4/74

CP002487.1 4941 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ST4/74 plasmid TY474p1

CP002488.1 116 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ST4/74 plasmid TY474p2

CP002489.1 90 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ST4/74 plasmid TY474p3

CP002490.1 11 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SL1344

FQ312003.1 4941 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SL1344 plasmid pCol1B9_-
SL1344

HE654725.1 101 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SL1344 plasmid pRSF1010_-
SL1344

HE654726.1 12 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SL1344 plasmid pSLT_SL1344

HE654724.1 101 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
798

CP003386.1 4897 5.0 complet
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
798 plasmid p798_93

CP003387.1 104 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
14028S substr. GXS275

CP043399.1 4772 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
RM13672

CP047323.1 4825 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
RM13672 plasmid pRM13672

CP047324.1 111 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
14028S

CP001363.1 4818 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
14028S plasmid unnamed

CP001362.1 102 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium str.
14028S strain 14028S substr.
JY996

CP043400.1 4769 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
AR_0031

CP026700.1 4825 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
AR_0031 plasmid unitig_1_pi-
lon

CP026701.1 120 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PIR00538

CP025555.1 4826 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PIR00538 plasmid pPIR00538

CP025556.1 120 0.1 plasmide
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
14028

CP034479.1 4889 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
14028 plasmid unnamed

CP034480.1 119 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
01ST04081

CP029840.1 5093 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain 01ST04081 plasmid
p01ST04081A

CP029841.1 189 0.2 plasmide

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain 01ST04081 plasmid
p01ST04081B

CP029842.1 139 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ATCC 14028

CP034230.1 5006 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain ATCC 14028 plasmid
pATCC14028

CP034231.1 124 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
14028S substr. GXS259

CP043401.1 4771 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
14028S substr. GXS254

CP043402.1 4774 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
AUSMDU00010529

CP045949.1 4922 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
AUSMDU00010529 plasmid
pAUSMDU00010529_01

CP045950.1 112 0.1 plasmide
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
AUSMDU00010529 plasmid
pAUSMDU00010529_02

CP045951.1 99 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
10ST07093

CP029839.1 5002 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain 10ST07093 plasmid
p10ST07093A

CP029837.1 120 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain 10ST07093 plasmid
p10ST07093B

CP029838.1 120 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium var. 5-
strain CFSAN001921

CP006048.1 4967 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium var. 5-
strain CFSAN001921 plasmid un-
named

CP006050.1 233 0.2 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium var. 5-
strain CFSAN001921 plasmid un-
named2

CP006051.1 5 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium var. 5-
strain CFSAN001921 plasmid un-
named3

CP006052.1 2 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SAP17-7299

CP040566.1 4908 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain SAP17-7299 plasmid
pCFSAN059543

CP040567.1 133 0.1 plasmide
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
CFSAN018746

CP028199.1 4807 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
CFSAN018746 plasmid pGMI14-
001

CP028200.1 120 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
RM10961

CP013702.1 4772 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
USDA-ARS-USMARC-1896

CP014977.1 4897 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
USDA-ARS-USMARC-1896 plas-
mid pSTY1-1896

CP014978.1 176 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
USDA-ARS-USMARC-1899

CP007235.2 4698 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FORC098

CP030029.1 4747 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PNCS014851

CP038847.1 4799 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
PNCS014851 plasmid p09-0499.1

CP038848.1 119 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ST931R

CP016385.1 5184 5.2 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ST931R plasmid p931-3904

CP016386.1 3 0 plasmide
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ST931R plasmid p931IncI1

CP016387.1 102 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ST931R plasmid p931IncI2

CP016388.1 69 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ST931R plasmid pESBL931

CP016389.1 78 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
ST931R plasmid pSLT931

CP016390.1 111 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
U288

CP003836.1 4893 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
U288 plasmid pSTU288-1

CP004058.1 200 0.2 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
U288 plasmid pSTU288-2

CP004059.1 12 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
U288 plasmid pSTU288-3

CP004060.1 5 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
NC983

CP015157.1 4869 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
NC983 plasmid unnamed

CP015158.1 111 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SL26

CP032490.1 5005 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SL26 plasmid pSL26_91

CP032492.1 116 0.1 plasmide
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SL26 plasmid pSL26_ColRNAI

CP032493.1 6 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SL26 plasmid pSL26_IncA/C2

CP032491.1 203 0.2 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
BL10

CP024619.1 5051 5.2 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
BL10 plasmid p10k

CP025337.1 12 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
BL10 plasmid p113k

CP025339.1 143 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
BL10 plasmid p11k

CP025338.2 17 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
BL10 plasmid p220k

CP025340.1 236 0.2 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
BL10 plasmid p3.8k

CP025336.1 6 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
CDC 2009K-2059

CP014983.1 4719 4.8 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FDAARGOS_320

CP027414.1 4982 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FDAARGOS_320 plasmid unna-
med1

CP027415.1 144 0.1 plasmide
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FDAARGOS_320 plasmid unna-
med2

CP027413.1 120 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FDAARGOS_320 plasmid unna-
med3

CP027416.1 10 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SARA13

CP017728.1 5019 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SARA13 plasmid pSARA13

CP017729.1 111 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
UK-1

CP002614.1 4751 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
UK-1 plasmid pSTUK-100

CP002615.1 100 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
22495

CP017617.1 4949 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
22495 plasmid unnamed1

CP017618.1 112 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
22495 plasmid unnamed2

CP017619.1 1 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
USDA-ARS-USMARC-1880

CP014981.1 4643 4.8 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
DT2

HG326213.1 4824 4.9 complet
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Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
DT2 plasmid pSLT

LN999012.1 121 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SAP18-6199

CP040900.1 4848 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain SAP18-6199 plasmid
pCFSAN074387

CP040901.1 121 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
STMU2UK

LT855376.1 4753 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
STMU2UK plasmid 2

LT855377.1 100 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
33676

CP012681.1 5063 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
33676 plasmid p33673_IncF

CP012683.1 115 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
33676 plasmid p33676_4.5

CP012684.1 5 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
33676 plasmid p33676_IncA/C

CP012682.1 198 0.2 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium var. 5-
strain CFSAN067217

CP028314.1 5043 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium var.
5- strain CFSAN067217 plasmid
pSC-31-1

CP028315.1 129 0.1 plasmide
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Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium var.
5- strain CFSAN067217 plasmid
pSC-31-2

CP028316.1 217 0.2 plasmide

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium var.
5- strain CFSAN067217 plasmid
pSC-31-3

CP028317.1 1 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
22792

CP017621.1 4817 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
22792 plasmid unnamed1

CP017620.1 111 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FORC_020

CP012144.1 4705 4.8 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
CDC 2010K-1587

CP014965.1 4988 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain CDC 2010K-1587 plasmid
pSTY1-2010K-1587

CP016864.1 133 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain CDC 2010K-1587 plasmid
pSTY2-2010K-1587

CP016865.1 116 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain CDC 2010K-1587 plasmid
pSTY3-2010K-1587

CP016866.1 6 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium
strain CDC 2010K-1587 plasmid
pSTY4-2010K-1587

CP016867.1 4 0 plasmide
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Annexe B. Souches utilisées pour construire les pangénomes des différentes
bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
USDA-ARS-USMARC-1898

CP014971.2 4859 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
USDA-ARS-USMARC-1898 plas-
mid pSTY1-1898

CP014972.2 122 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
USDA-ARS-USMARC-1898 plas-
mid pSTY2-1898

CP014973.1 121 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
USDA-ARS-USMARC-1898 plas-
mid pSTY3-1898

CP014974.1 47 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
CDC 2011K-0870

CP007523.1 4634 4.8 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
RSE04

CP034719.1 4875 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
RSE04 plasmid pRSE04

CP034720.1 119 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SO21

CP032494.1 4937 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SO21 plasmid pSO21_118

CP032495.1 149 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SO21 plasmid pSO21_75

CP032497.1 101 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SO21 plasmid pSO21_ColR-
NAI_5.8

CP032499.1 12 0 plasmide
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B.7 Pangénome de Salmonella typhimurium

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SO21 plasmid pSO21_ColR-
NAI_6.8

CP032498.1 3 0 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
SO21 plasmid pSO21_IncA/C2

CP032496.1 126 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
VNP20009

CP007804.2 4791 4.9 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
VNP20009 plasmid pSLT_-
VNP20009

CP008745.1 142 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FORC_015

CP011365.1 4667 4.8 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FORC58

CP020565.1 4525 4.7 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FORC50

CP019383.1 4519 4.7 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
FORC88

CP029029.1 4517 4.6 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
RM9437

CP012985.1 4792 5.1 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
RM9437 plasmid pRM9437

CP014577.1 95 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
E40

CP038432.1 5027 5.0 complet
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Annexe B. Souches utilisées pour construire les pangénomes des différentes
bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
E40 plasmid unnamed

CP038433.1 121 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
E40V

CP038434.1 5027 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
E40V plasmid unnamed

CP038435.1 121 0.1 plasmide

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
RM10607

CP013720.1 5117 5.0 complet

Salmonella enterica subsp. ente-
rica serovar Typhimurium strain
RM10607 plasmid pRM10607

CP013721.1 98 0.1 plasmide

Tableau 23 – Liste des 226 génomes et plasmides utilisés pour construire le pan-
génome de S. typhimurium.

B.8 Pangénome de Staphylococcus aureus

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus Mu3 DNA

AP009324.1 2699 2.7 complet

Staphylococcus aureus strain IT4-
R

CP028470.1 2895 2.9 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus N315

NC_002745.2 2812 2.8 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus Mu50

NC_002758.2 2907 2.9 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus COL

NC_002951.2 2862 2.9 complet
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B.8 Pangénome de Staphylococcus aureus

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus MRSA252

NC_002952.2 2873 2.9 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus MSSA476

NC_002953.3 2785 2.8 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus MW2

NC_003923.1 2783 2.8 complet

Staphylococcus aureus RF122 NC_007622.1 2730 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus USA300_FPR3757

NC_007793.1 2990 3.0 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus NCTC 8325

NC_007795.1 3148 3.1 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus JH9

NC_009487.1 3022 3.0 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus JH1

NC_009632.1 3023 3.0 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus str. Newman

NC_009641.1 2933 3.0 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus Mu3

NC_009782.1 2880 3.0 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus USA300_TCH1516

NC_010079.1 2997 3.0 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ED98

NC_013450.1 2840 2.8 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus VC40

NC_016912.1 2658 2.6 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus M013

NC_016928.2 2766 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus TW20

NC_017331.1 3112 3.2 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ST398

NC_017333.1 2858 2.8 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ED133

NC_017337.1 2886 2.9 complet
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bactéries

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus JKD6159

NC_017338.1 2798 2.8 complet

Staphylococcus aureus 04-02981 NC_017340.1 2862 2.9 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus str. JKD6008

NC_017341.1 3038 3.0 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus TCH60

NC_017342.1 2778 2.8 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ECT-R 2

NC_017343.1 2722 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus T0131

NC_017347.1 2911 2.9 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus LGA251

NC_017349.1 2684 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus 11819-97

NC_017351.1 2864 2.8 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus 71193

NC_017673.1 2646 2.6 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus HO 5096 0412

NC_017763.1 2809 2.8 complet

Staphylococcus aureus
08BA02176

NC_018608.1 2782 2.8 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ST228

NC_020529.1 2759 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ST228

NC_020532.1 2762 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ST228

NC_020533.1 2761 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ST228

NC_020536.1 2762 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ST228

NC_020537.1 2753 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ST228

NC_020564.1 2759 2.7 complet
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B.8 Pangénome de Staphylococcus aureus

Organisme/nom Numéro
d’accession

NCBI

Nb de
gènes

Taille
(Mb)

Niveau

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ST228

NC_020566.1 2765 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus ST228

NC_020568.1 2755 2.2 complet

Staphylococcus aureus M1 NC_021059.1 2907 2.9 complet

Staphylococcus aureus CA-347 NC_021554.1 2930 2.9 complet

Staphylococcus aureus NC_021670.1 3026 3.0 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus 55/2053

NC_022113.1 2807 2.8 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus 6850

NC_022222.1 2739 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus CN1

NC_022226.1 2716 2.7 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus SA957

NC_022442.1 2794 2.8 complet

Staphylococcus aureus subsp. au-
reus SA40

NC_022443.1 2710 2.7 complet

Tableau 24 – Liste des 49 génomes utilisés pour construire le pangénome de
S. aureus (partiellement adapté de [97]).
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Annexe C

Stratégie de détection des OGM mise
au point sur le génome de maïs OGM

Le génome du maïs OGM fourni par le LSV est utilisé pour développer/mettre
au point la méthode de détection des OGM inconnu. Cet OGM contient l’insert
T25 qui est composé de trois CDS (Chapitre 2 partie 2.3.1.1).

C.1 Nettoyage des données de séquençage

Figure 50 – Pipeline de nettoyage des données de séquençage du maïs OGM.

Le but du pipeline de nettoyage illustré en Figure 50 est d’éliminer les CDS
appartenant au génome de référence du maïs qui sont présents dans le génome du
maïs OGM et conserver uniquement les CDS potentiellement inserts. Les données
de séquençage de l’OGM de maïs sont nettoyées à l’aide du logiciel Trimmoma-
tic. Ensuite, un alignement avec l’aligneur Bowtie2 est réalisé entre le génome de
référence et les données de séquençage trimmées. A la fin de cet alignement, les
reads qui se sont alignés sur le génome de référence sont écartés, ils correspondent
au génome de référence du maïs. Les reads non alignés (ne correspondant pas au
génome de référence donc potentiellement OGM) sont ensuite assemblés à l’aide
de l’assembleur MetaSPAdes et annotés par le logiciel Prokka. MetaSPAdes est
un logiciel d’assemblage pour les données métagénomiques. Il est un dérivé du
logiciel d’assemblage SPAdes qui a initialement été conçu et testé sur des petits
génomes bactériens et fongiques. L’avantage de SPAdes est son efficacité, il est
rapide et précis pour assembler les reads. Prokka est un annotateur dédié prin-
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Annexe C. Stratégie de détection des OGM mise au point sur le génome de
maïs OGM

cipalement aux procaryotes, les contigs non annotés par ce dernier sont ensuite
soumis au logiciel MetaGeneMark. MetaGeneMark permet de prédire des gènes
provenant de données métagénomiques. La fusion des deux résultats de prédiction
des logiciels Prokka et MetaGeneMark est alors conservée, les CDS nettoyés du
génome contenant les séquences d’inserts OGM sont alors obtenus.

C.2 Filtrage de la banque de données d’OGM connus

(noté FD) et calcul de distance

La banque de données d’OGM connus FD est filtrée à l’aide d’un alignement
BLASTN sur les CDS du génome de référence. En effet, un OGM est défini par
l’insertion d’une séquence exogène, provenant d’une espèce extérieure au génome
sauvage. Cette étape permet donc d’éliminer tous les CDS appartenant à l’OGM
présent dans la banque de données. Trois jeux de données distincts sont nécessaires
pour le calcul de distance, les CDS potentiellement inserts obtenus à la fin du
pipeline de nettoyage, les CDS de la banque de données d’OGM filtrés et les
CDS du génome de référence. Une distance est alors calculée entre l’ensemble des
CDS du génome de référence et chacun des CDS de ces trois jeux de données.
Différents filtres vont être appliqué sur les calculs de distances obtenus des CDS
OGM potentiels comme le filtre sur la profondeur de couverture (Chapitre 5 partie
5.3.2.10).
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Annexe D

Gènes utilisés pour créer les données
synthétiques OGM

Liste des numéros d’accession NCBI des huit gènes utilisés pour créer 42 jeux
de données synthétiques OGM à partir de six bactéries différentes :

— CAL34210.1 : gène ansA de Campylobacter jejuni
— NP_001356419.1 : gène RHEX de Homo sapiens
— AAK04455.1 : gène ydgD de Lactococcus lactis
— NP_463608.1 : gène produisant la protéine carboxyphosphonoenolpyru-

vate phosphonomutase de Listeria monocytogenes
— NP_215994.1 : gène ripB de Mycobacterium tuberculosis
— AM411441.1 : gène eIF4E de Oryza sativa
— AAL21510.1 : gène produisant la protéine Gifsy-1 prophage de Salmonella

typhimurium
— YP_501325.1 : gène produisant la protéine 1-pyrroline-5-carboxylate de-

hydrogenase de Staphylococcus aureus

213





Glossaire

Chimère Une chimère est un organisme, comme une plante, formé de deux
(ou plus) populations de cellules génétiquement distinctes. Une plante est
appelée chimère lorsque des cellules de plus d’un génotype (code géné-
tique) sont trouvées croissant de façon juxtaposée dans les tissus de cette
plante. Par extension, des reads dits chimériques sont des reads formés
de séquences non contiguës sur un génome de référence (s’alignant sur
plusieurs portions du génome référence).

Coloration de Gram La coloration de Gram permet de distinguer plusieurs
grandes familles de bactéries par un test simple de coloration différenciée
en fonction de la composition de la paroi cellulaire.

Consensus d’alignement Un consensus d’alignement est la séquence nu-
cléotidique la plus fréquente à chaque position d’un alignement de sé-
quences.

Données pairées Les données pairées proviennent de séquençage de deuxième
génération qui permettent de séquencer des reads pairés, ou « paired-end ».
Ces reads proviennent de chacune des deux extrémités 5’ et 3’ du fragment
d’ADN qui a été séquencé (Figure suivante [150]) et fournissent donc une
indication de distance entre ces deux extrémités (pour les assembleurs qui
en tirent partie).

Le séquençage de données pairées permet de séquencer les deux extrémités
du fragment. Pour chaque fragment, la distance séparant les reads d’une
même paire peut être estimée ainsi que les informations concernant le read
apparié à celui considéré. Les séquenceurs de type Illumina fournissent ce
type de données, mais ce n’est pas obligatoire.

Framework Un framework, aussi appelé infrastructure logicielle, désigne un
ensemble de composants logiciels et d’outils représentant la base d’un lo-
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Glossaire

giciel ou d’une application. Il fonctionne comme un patron et fournit un
cadre pour établir les fondations d’un logiciel, facilitant ainsi le travail des
développeurs.

Gap Un gap est un espacement de quelques nucléotides pouvant être généré
par les programmes d’alignement dans le but de réaliser un meilleur ali-
gnement. Un gap peut être interprété par une succession d’insertions ou
de délétion.

Introns Les introns sont des séquences nucléotidiques non utilisées pour
la traduction de la protéine considérée. Au cours de la maturation de
l’ARNm, ces séquences sont éliminées. Elles sont encadrés par deux exons.
A contrario, les exons sont les séquences nucléotidiques conservées dans
l’ARN après l’épissage (processus d’excision des introns).

Non déterministe Un outil ou une méthode non déterministe est un pro-
gramme qui peut produire des résultats différents lorsque les données d’en-
trée fournies au programme sont identiques.

Profondeur de couverture La profondeur de couverture d’un séquençage
représente le nombre de fois où chaque base du génome est couverte par
un read à une position donnée en moyenne.

Protéine Chaperon Une protéine chaperon est une protéine dont la fonc-
tion est d’assister d’autres protéines dans leur maturation, en évitant la
formation d’agrégats via les domaines hydrophobes présents sur leur sur-
face lors de leur repliement tridimensionnel.

Région UTR (Untranslated Transcribed Region) Une région UTR est
une partie non traduite en protéine de l’ARN messager. Les régions UTR
ont un rôle important dans le processus cellulaire qui conduit à l’expression
de l’ARN messager. Ces régions sont localisées aux extrémités 5’ (en amont
du codon d’initiation) et 3’ (après le codon stop).
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Abbréviations

ADN Acide désoxyribonucléique.

ANSES Agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’envi-
ronnement et du travail.

ARN Acide ribonucléique.

ARNr ARN ribosomique.

ARNt ARN de transfert.

BVL Federal Office of Consumer Protection and Food Safty.

C5.0 Algorithme de classification C5.0.

CDS Séquence codante.

CRA-W Centre wallon de Recherches agronomiques.

DUGMO Detection of Unkwown Genetically Modified Organisms.

Eugenius European GMO Initiative for a Unified Database System.

FDA Food and Drugs Administration.

GM Génétiquement Modifié.

JRC Joint Research Centre.

knn K plus proches voisins.

Logit Modèle linéaire généralisé.

LSV Laboratoire de la santé des végétaux.

NCBI National Center for Biotechnology Information.

NGS Next Generation Sequencing.

nnet Réseaux de neurones.

NPBT New Plant Breeding techniques.

OGM Organisme Génétiquement Modifié.

PLS Régression par les moindres carrées partiels.
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Abbréviations

RF Forêts aléatoire.

rpart Arbres de partitionnement récursifs.

SRA Sequence Read Archive.

stepLDA Analyse discriminante linéaire stepwise.

stepQDA Analyse discriminante quadratique stepwise.

svmRadial Machine à vecteur de support avec une fonction noyau de base
radiale.

Treebag Arbres de classification avec Bagging.

WFSR Wageningen Food Safety Research.

Xgboost Extrême gradient boosting.
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Titre : Détection d’organismes génétiquement modifiés inconnus par analyse statistiques de                 
données de séquençage haut débit 
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Résumé : L’Union Européenne a adopté une 
politique très restrictive vis-à-vis de la diffusion 
et de l’utilisation des organismes génétiquement 
modifiés (OGM), dont l'utilisation dans 
l'alimentation est mal acceptée par les 
consommateurs. Bien qu'un seuil maximal existe 
pour qu'un aliment soit étiqueté « sans OGM », 
ne sont aisément détectables que les OGM 
connus. Un OGM est constitué principalement 
d’un génome hôte et d’une séquence insérée 
par un procédé non naturel conférent une 
propriété particulière à l’organisme comme la 
résistance à certaines maladies. Depuis 
quelques années, des OGM dont la séquence 
insérée n’est pas connue ont été produits, non 
détectables par des approches utilisées jusqu'à 
présent (de type PCR). D'où la nécessité de 
créer un outil de détection d'OGM inconnus, 
objet de cette thèse, s'appuyant sur les 
avancées récentes en terme de séquençage 
haut débit. 

Statistiquement, chaque organisme a une 
fréquence d’utilisation des nucléotides dans 
son génome qui lui est propre. Toute 
introduction de matériel génétique étranger va 
modifier localement les fréquences d’utilisation 
des nucléotides dans cette région, entraînant 
ainsi des fréquences d’utilisation des 
nucléotides différentes de celles de l’organisme 
hôte. En se basant sur cette affirmation, un outil 
de détection d'OGM inconnu a été mis au point 
à partir de données de séquençages bactériens 
dès lors que cet OGM résulte de l'insertion d'un 
gène étranger, de la troncation ou de la fusion 
d'un gène pouvant appartenir au génome hôte. 
L’outil a été testé sur 4 génomes bactériens 
OGM, 7 génomes bactériens sauvages et sur 
42 génomes synthétiques. Les résultats 
démontrent l’efficacité de la méthode 
développée ne présentant qu'un gène faux 
positif et en identifiant plus de 99% des gènes 
d'inserts OGM. 
 

 

  

Title : Detection of unknown genetically modified organisms by statistical analysis of  high-
throughput  sequencing data 

Keywords : unknown GMO, detection, statistics 

Abstract :  The European Union has adopted a 
very restrictive policy towards the dissemination 
and use of genetically modified organisms 
(GMOs), whose use in food is not well accepted 
by consumers. Although a maximum threshold 
exists for a food to be labelled "GM-free", only 
known GMOs are easily detectable. A GMO 
consists mainly of a host genome and a 
sequence inserted by a non-natural process 
that confers a particular property on the 
organism, such as resistance to certain 
diseases. In recent years, GMOs with an 
inserted sequence that is not known have been 
produced that are not detectable by approaches 
used until now (PCR-type). Hence the need to 
propose a tool for the detection of unknown 
GMOs, the subject of this thesis, based on 
recent advances in terms of high-throughput 
sequencing. 

Statistically, each organism has a specific 
frequency of nucleotide use in its genome. Any 
introduction of foreign genetic material will 
locally alter the nucleotide use frequencies in 
that region, resulting in different nucleotide use 
frequencies compared to those of the host 
organism. Based on this assertion, an unknown 
GMO detection tool has been developed from 
bacterial sequencing data when the GMO 
results from the insertion of a foreign gene, the 
truncation or fusion of a gene that may belong 
to the host genome. The tool has been tested 
on 4 GMO bacterial genomes, 7 wild bacterial 
genomes and 42 synthetic bacterial genomes. 
The results demonstrate the effectiveness of 
the method developed by presenting only one 
false positive gene and identifying more than 
99% of the genes of GMO inserts. 

 


