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Nomenclature

ACUR Les régions dans le génome de Ralstonia solanacearum a 1'usage de codon al-

ternatif (Alternatif Codon Usage Regions)

DLPR Distribution des longueurs des plages reconstruites dans les algorithmes de re-

construction du chemin caché
IGR Région intergénique (InterGenic Region)
IS Séquences d’insertion

NCBI (National Center for Biotechnology Information) est Uinstitut national améri-
cain pour I'information biologique et moléculaire. Le NCBI héberge des bases de

données génomiques de référence telles que GenBank, dbSNP ou RefSeq

nr La banque des séquences nucléiques non-redondantes de NCBI (non-redundant)
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Introduction

Les molécules d’ARN ont été longtemps confinées au role du porteur du message
génétique via les ARN messagers, I’étude de la régulation des processus cellulaires
étant dirigée essentiellement vers la régulation protéique. Or les derniéres décennies
ont vu apparaitre la découverte d’un grand nombre d’ARN non-traduits ayant un role

régulateur dans la cellule au méme titre que les protéines.

Si les preuves de I'importance et de 'omniprésence des ARN non-codant ne cessent
de s’accumuler, les signaux caractérisant leur séquence sont encore mal compris. De
ce fait et contrairement aux génes codant pour les protéines, dont la détection est au-
jourd’hui bien maitrisée, la détection bioinformatique des ARN non-codant reste un
probléme ouvert, malgré les différentes méthodologies de prédiction qui ont été em-
ployées afin de le résoudre. Toutefois, dans certains génomes A+T riches, les séquences
des ARN non-codant possédent les propriétés intrinséques pouvant étre exploitées pour
leur détection. Au contraire, les propriétés des séquences des ARN non-codant des gé-
nomes G-+C riches n’ont pas été étudiées a ce jour.

C’est dans ce contexte d’exploration des propriétés des séquences des ARN non-
codant dans les génomes G-+C riches que se situe cette thése. A l'intersection des
mathématiques, de l'informatique et de la biologie, elle s’inscrit dans une démarche
multidisciplinaire visant & contribuer aux connaissances sur la détection des ARN non-
codant dans de tels organismes.

Trois thématiques ont été abordées au cours de la thése. La premiére, présentant
la partie la plus théorique de travail, est ’exploration d’une approche statistique pour
établir une différence de composition entre les ARN non-codant et le reste du génome.
Dans les cas favorables, il a été possible d’utiliser une approche de segmentation de

génome afin de détecter des ARN non-codant.

Deuxiéme thématique est ’approche comparative pour détecter des ARN non-
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codant. Cette partie de la thése est plus appliquée et vise notamment & améliorer
I’outil RNAsim, implémentant une approche dont 'objectif est de permettre d’exploi-
ter la conservation entre les régions intergéniques de plusieurs génomes.

Troisiéme thématique est la bio-analyse des résultats de RNAsim qui a été conduite
afin de proposer les candidats pour une validation biologique.

Les développements réalisés au cours de la thése ont été appliqués au génome de
Ralstonia solanacearum, une bactérie phytopathogéne modéle au génome G+C riche
dont la souche GMI1000 est séquencée et annotée. Si les protéines régulatrices de la
pathogénie sont a ce jour bien connues, aucune recherche d’ARN non-codant n’a été
entreprise dans cette bactérie. Cet organisme présentait donc pour nous plusieurs as-
pects intéressants : un génome G-+C riche, ’absence d’études sur les ARN non-codant
dans cet organisme et enfin proximité des équipes d’accueil. De plus, la disponibilité
récente des séquences de deux autres souches de cette bactérie nous a permis d’utiliser
une approche comparative en plus de I’approche par biais de composition. Les résultats
issus de ce travail de thése seront soumis a une validation expérimentale.

En accord avec la nature multidisciplinaire de ce travail, la thése a été effectuée en
collaboration étroite entre deux équipes de 'INRA Toulouse, ’équipe SaAB du BIA
(Biomeétrie et Intelligence artificielle), impliquée dans le développement et la mise a
disposition des outils d’analyse des génomes et I’équipe de C. Boucher et S. Génin
du LIPM (Laboratoire Interaction Plantes-Microorganismes), étudiant les mécanismes

moléculaires de pathogénie de Ralstonia solanacearum.

Structure du manuscript

Le manuscript est composé de cing parties. La premiére partie introduit la théma-
tique des ARN non-codant du point de vue biologique et bio-informatique. Les parties
II, TIT et TV correspondent aux trois grandes parties de la thése et dans la cinquiéme
partie nous discutons les résultats et présentons les perspectives de ce travail de theése.

Etant donnée la matiére hétérogéne présentée, allant de la méthodologie statistique
aux considérations biologiques en passant par les éléments d’algorithmique, un état de
I’art unifié des questions abordées a été difficile a concevoir. A la place, j’ai fait le choix
d’une présentation découpée en fonction de la question traitée. Ainsi, la présentation

de chacune des trois parties de la thése sera précédée par le point sur les connaissances
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actuelles sur la question traitée.
Notons encore qu’un index des notions employées tout au long du manuscript est

donné a la fin afin de faciliter la lecture.
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Premiére partie

Introduction générale aux ARN
non-codant : contexte biologique et

bioinformatique
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Chapitre 1

Contexte biologique

Ce premier chapitre présente tout d’abord les bases biologiques des ARN non-codant
(section 1.1). Nous présentons leurs principales propriétés, avec un accent particulier sur
celles que nous avons exploitées lors du travail de thése. Néanmoins, les notions de base
concernant la définition et la structure des ARNnc ont été omises, en considérant qu’elles

sont aujourd’hui bien connues des deux communautés, bioinformatique et biologique.

Nous présentons ensuite les principales fonctions et processus pour lesquels I'impli-
cation des ARN non-codant est aujourd’hui connue et les différents classes d’ARN en
fonction de leur mode d’action. Nous nous focaliserons surtout sur la présentation des
ARN non-codant bactériens en donnant parfois les exemples liés & la pathogénie, car
les dévéloppements de la thése ont été appliqués a un génome bactérien étudié pour son

pouvoir pathogéne.

Dans un deuxiéme temps nous présenterons les connaissances actuelles sur la dis-
tribution taxonomique des ARN non-codant au sein des organismes bactériens (section
1.2).

Enfin, nous présenterons le génome de Ralstonia solanacearum, du point de vue de
la régulation de la pathogénie, particuliérement bien étudiée dans cet organisme, ainsi

que du point de vue de I'organisation génomique (section 1.3).
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1.1 ARN non-codant

1.1.1 Propriétés des ARN non-codant

Les connaissances sur les ARNnc ont été longtemps confinées aux ARN de transfert
(ARNt) et aux ARN ribosomiques (ARNr). Leur role régulateur était alors considéré
comme étant mineur par rapport au role des protéines.

Ces derniéres années ont vu une grande progression des connaissances sur les ARNnc.
De nouveaux ARNnc ont été détectés, d’abord par hasard, dans les études des pro-
téines et du fait de leur abondance dans le milieu cellulaire, et ensuite dans le cadre
de recherches systématiques, soit par des méthodes expérimentales, soit en utilisant
des stratégies bioinformatiques appliquées sur les séquences génomiques disponibles en
nombre toujours croissant. La présence des ARNnc est aujourd’hui connue dans les
organismes des trois régnes de la vie, les bactéries, les archées et les eucaryotes. Leur
implication dans une vaste gamme de processus cellulaires, tels la transcription, la tra-
duction, I’épissage, la virulence et I'adaptation, a été établie. En 2005, on considérait
que pour environ la moitié des ARNnc identifiés, une fonction avait pu étre attribuée
(Hiittenhofer et al. (2005)).

Les séquences dans le génome correspondant aux ARNnc sont appelés les génes
ARN et leur nom s’écrit avec la premiére lettre en miniscule en italic, par analogie aux
génes codant pour les protéines. Leur transcript, qui est PARNnc fonctionnel est noté
par une majuscule.

Une molécule d’ARN est constituée d’une succession de 4 différents types de nu-
cléotides représentés par les caractéres A, C, G et U, qui définit sa structure primaire.
Certaines régions de ces molécules simple-brin peuvent se replier par le biais d’appa-
riements entre nucléotides (principalement les appariements Watson-Crick, C-G, G-C,
A-U, U-A et les appariements Wobble, G-U et U-G), formant ainsi la structure de la
molécule. La représentation planaire (sans pseudonoeud) de ces appariements est ap-
pelée structure secondaire. La conformation dans I'espace tri-dimensionnel ainsi que les
liaison complémentaires entre les différents éléments de la structure secondaire forment
la structure tertiaire, conférant & ’ARN sa fonction dans la cellule. Ces trois aspects
structuraux des ARNnc sont représentés sur la figure 1.1. La structure tertiaire étant
compliquée a représenter et a analyser, la structure secondaire est souvent utilisée lors

des études portant sur les ARNnc.
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Propriétés de la séquence primaire des ARNnc Les ARNnc qui sont transcrits
indépendament des génes adjacents conteniennent des signaux de début et de fin de
transcription dans leurs régions 5 et 3’. De tels signaux identifiés dans les régions
intergéniques peuvent donc indiquer la présence d’ARNnc. Cependant, les séquences
promotrices, indiquant I’endroit du début de la transcription, restent peu connues pour

la plupart des organismes bactériens.

Deux mécanismes de terminaison de la transcription existent. Le premier dépend
de la protéine rho et le deuxiéme, dit rho-indépendant, repose sur la présence d’une
structure en tige-boucle se trouvant en aval de la séquence transcrite. L’utilisation des
terminateurs rho-indépendants pour la détection des ARNnc est exposée dans la partie

Analyse des résultats (section 10.1).

Aucune propriété caractéristique commune a ’ensemble des séquences d’ARNnc
n’est connue a ce jour. Néanmoins, les ARNnc des génomes A+T riches, et notamment
ceux des génomes d’archées A-+T riches hypethermophiles, présentent une composition
plus élevée en G+C que le reste du génome. Cette propriété a permis l'identification de
nouveaux ARNnc dans ces organismes (Klein et al. (2002), Schattner (2002)).

GCGEGAAUAG CUCAGUUEGUAGAG CAOGA CCUUGC CAAGGUOGEEGEU0G OGAG U OGAGUC UCGUUUCCCGCUC CA

F1G. 1.1 - Les différentes structures d’'un ARN : primaire, secondaire et tertiaire (Repris
de Washietl (2005)).
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En revanche, & ce jour, il n’existe pas d’étude mettant en évidence ce type de pro-

priété chez les organismes ayant une composition en G+C élevée.

Les travaux portant sur ce sujet sont plus amplement présentés dans la partie Ap-

proche ab initio (chapitre 3).

a. DUPLEXES

H

& HAIRPING

TATRPIS LA
TIATIRPIN S10AL

e INTERNAL LOOPS

b, SINGLE STRANDED REGIONS

N

4. BULGES

Pk

ALK SVGLEBASE BULGE

L JUNCTIONS

h§d =+

MISMATOH SYVIMETRIC ARYMMETRIC THREE STEM FOUR S TEM
INTERNAL LOOP  INTERNAL LOUE

Fig. 1.2 — Les motifs élémentaires d’une structure secondaire d’ARN (repris de
http ://darwin.nmsu.edu/ molb470/fall2004 /projects/chinna/).

Modéle thermodynamique Nous présentons ici le modéle thermodynamique le plus
souvent utilisé pour évaluer la structure secondaire des ARNnc (Cech et Atkins (2005)).

Le modéle thermodynamique repose sur I’hypothése que I’ ARN adoptera la structure
secondaire la plus stable thermodynamiquement, c’est-a-dire celle dont 'énergie libre
est la plus basse. Il s’appuie sur le modeéle dit du plus proche voisin (Borer et al. (1974))
qui permet de calculer I’énergie d’une structure secondaire comme la somme des motifs
élémentaires qui la composent (empilements entre paires de base, différents types de

boucles...). Les motifs élémentaires sont décrits dans la figure 1.2.

Familles des ARNnc Comme dans le cas des protéines, les ARNnc peuvent étre clas-
sés en familles, les ARNnc de la méme famille descendant probablement du méme an-

cétre (Griffiths-Jones et al. (2003)). Les membres d’une méme famille d’ARNnc peuvent

20



partager plusieurs propriétés communes, dont la structure secondaire consensus. L’en-
semble des propriétés communes d’une famille sont appelés sa signature. Les éléments
de la signature sont considérés comme essentiels a la fonction de I’ARNnc dans la cellule.

Un exemple classique d’'une famille d’ARNnc est donné par la famille des ARN¢t

(figure 1.3) présentant une structure caractéristique en feuille de tréfle. 607 différentes

Anticodeon loop

F1G. 1.3 — La structure secondaire consensus d’un ARN de transfert.

familles d’ARNnc, tous régnes confondus, sont ainsi répertoriées dans Rfam version 8.1,

voir section 1.2).

1.1.2 Eléments de régulation par les ARN non-codant : fonc-

tions et mécanismes d’action

Dans la présente section nous décrirons quelques principes de régulation par ARNnc,
a travers les fonctions et les principaux processus cellulaires pour lesquels une implica-
tion des ARNnc a été mise en évidence. Ces fonctions sont exercées par les différents
mécanismes d’action sur lesquels nous nous appuierons pour présenter les principales
classes d’ARNnc connues aujourd’hui, en focalisant sur les ARNnc bactériens. Enfin,

nous présenterons un exemple de régulation de la virulence par un ARNnc.

1.1.2.1 Fonctions des ARNnc

Outre les ARN ribosomiques et les ARN de transfert, indispensables au processus

de traduction, on sait aujourd’hui que les ARNnc sont impliqués dans un grand nombre
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d’autres processus cellulaires ot ils sont souvent responsable des “réglages subtils” (Shi-
moni et al. (2007)). Par exemple, comme la revue de Storz et al. (2005) et la figure 1.4
le montrent, les ARNnc sont impliqués dans toutes les étapes de ’expression génique,
allant de l'activation de la transcription d’ARNm ou de remodelage de la chromatine

(chez les eucaryotes) jusqu’a la traduction en protéines.

siRNAs —————| Chromatin accessibility

NRSE dsRNA

SRA RNA - Activator/repressor binding and function

6SRNA ——
B2 ANA ————— Transcription initiation
Ut snANA ——

cis-encoded antisense ANAs ————
75K RNA i Transcription elongation

cis-encoded antisense RNAs

snoRNAs —— RNA processing and madification

cis-encoded antisense RNAs
trans-encoded antisense RNAS ——H
CsrB/RsmY RNAs
siRNAs ——
miRNAS ——

AMA stability

cis-encoded antisense RNAs
trans-encoded antisense RNAs E
CsrB/RsmY RNAS ——me——t, mRNA translation
miRNAS ———
BC1RNA ——

Fic. 1.4 — ’implication des ARNnc dans les différentes étapes de ’expression génique.
Les ARNnc bactériens sont indiqués en rouge et les ARNnc eucaryotes en bleu. La
régulation positive est indiquée par les fléches et la régulation négative par les barres
verticales. Repris de Storz et al. (2005).

Les ARNnc sont également impliqués dans bon nombre de cascades de régulation,
et font souvent partie des voies de régulation de réponses aux différentes conditions de
stress. Des exemples mis en évidence chez FE. coli, sont présentés sur la figure 1.5. Le
role des ARNnc impliqués est détaillé dans la légende de la figure.

Certains ARNnc, comme ’ARN de la RNase P, impliquée dans la maturation des
précurseurs des ARNt, possédent une activité enzymatique intrinséque (Frank et Pace
(1998)). La conservation universelle (voir la section 1.2) de cet ARN témoigne de son

importance et de 'apparition précoce au cours de I’évolution, d’une forme de régulation
par ARNnc.
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(a) (b) (c) (d)

Slress  Fe++ limitation  Oxidative stress Low temperature  Glucose-P
Fur OxyR Promoter SgriR
dereprassian activation activation activation
sANA  RyhB OxyS Dsra Sgrs
Target  ga.y binding ApoS ApoS Glucose
mBAMAs proteins Fhia transporter
Outcome  Beduced Fess Reducad Increased Reduced glucose
requirement oxidative protection from entry and
damage low termperatures phosphorylation
TRENDS in Genetics

F1G. 1.5 — Les ARNnc bactériens impliqués dans les cascades de régulation. Différentes condi-
tions déclenchent généralement une réponse a travers l'activation ou la synthése d’un régu-
lateur de transription. La figure présente plusieurs voies de régulation, étudiées chez E. coli
et impliquant des ARNnc qui sont transcrits a travers cette méme voie. (a) L’ARNnc RyhB
est produit dans la réponse aux conditions de limitation de ’apport de fer; RyhB entraine
une dégradation rapide de plusieurs ARNm cibles codant pour les protéines non essentielles
dont le fer est le substrat, provoquant ainsi une réduction de demande de fer dans la cellule.
(b) I’ARNnc OxyS est synthétisé comme réponse au stress oxydatif. OxyS réprime 1’expres-
sion de deux facteurs de transcription, RpoS et FhlA et ainsi contribue a la protection de la
cellule. (¢) L’ARNnc DsrA est produit dans des conditions de basse temperature. Il permet
d’augmenter le niveau de traduction du facteur de transcription RpoS qui, & son tour, permet
de produire un ensemble de génes impliqués dans la survie de la bactérie dans des condi-
tions de basse temperature.(d)L”ARNnc SgrS est produit dans les conditions d’accumulation
de glucose-phosphate dans la cellule. SgrS entraine la dégradation des ARNm codant pour la
protéine responsable du transport de glucose, réduisant ainsi I’accumulation de phosphate de

glucose. Repris de Gottesman (2005).
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De fagon plus générale, 'accumulation des connaissances sur la régulation par ARNnc
laisse supposer qu’au moins un ARNnc serait impliqué dans toute voie de régulation de

réponse au stress (Gottesman (2005)).

1.1.2.2 Classification des ARNnc par leur mécanismes d’action

Les ARNnc sont impliqués dans les processus cellulaires via deux mécanismes d’ac-
tion principaux : appariement de bases avec une autre séquence nucléique (ADN ou
ARN), encore appelé mécanisme antisens; fixation & une protéine ou a un complexe

protéique (figure 1.6).

Modes d'action des ARNnc

/\

Régulation par appariement Regulation & l'aide de fixation a
(mécanisme antisens) une protéine

Appariement en cis Appariement en trans

FiG. 1.6 — Les mécanismes d’action d’ARNnc.

Meécanisme de régulation par appariement

Les mécanismes de régulation par appariements peuvent étre regroupés en deux
grandes classes. La régulation en cis, ou les ARNnc régulateurs, co-localisés avec les
génes régulés, se trouvent sur le brin opposé et sont parfaitement complémentaires
avec une région du géne cible. Le deuxiéme mécanisme est la régulation en trans ou
I’ARNnc régulateur et le(s) géne(s) cible(s) sont codés dans des régions différentes. La
complémentarité entre ’ARNnc et le géne n’est alors généralement pas parfaite.

Des exemples des ARNnc agissant en cis sont donnés par ’ARN sok, impliqué dans le
systéme tozxin-antitozin présent dans de nombreux génomes bactériens (pour une revue
voir Gerdes et al. (1997)) ou encore, chez les eucaryotes, les siRNA (small interfering
RNA) permettant de “mettre en sourdine” (silencing, en anglais) I'expression de ’ARN

dont ils proviennent, par un mécanisme antisens (pour une revue voir, par exemple,
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Meister et Tuschl (2004)).

Chez les bactéries, ces ARNnc ont une longueur d’environ 100nt (Storz et al. (2005)).

La régulation par appariements en trans a été particulierement bien étudiée chez
E. coli. Dans cet organisme, tous les ARNnc connus ayant ce mode d’action (ils sont
possiblement au nombre de 36, Zhang et al. (2003)), interagissent avec la protéine Hfq
(Storz et al. (2005)). Cette protéine hexamérique, trés conservée et homologue avec
une protéine présente aussi chez les eucaryotes et les archées impliquée dans 1’épissage,
se fixe a des régions simple-brin A+U riches avec une affinité particuliére pour des
régions flanquant des tige-boucles (Gottesman (2004)). En association avec les ARNnc,
cette protéine est impliquée dans leur stabilisation. Les ARNnc agissant en trans, en
plus d’étre associés a la protéine Hfq, constituent tous des unités transcriptionnelles
indépendantes et sont induits sous des conditions spécifiques (Storz et al. (2005)).

Des exemples d’ARNnc agissant en trans chez E. coli sont RyhB (Massé et al.
(2007)) mais aussi DsrA et RprA (Lease et Belfort (2000)). Des ARNnc agissant en
trans en association avec la protéine Hfq ont été identifiés dans d’autres organismes
bactériens tels que Pseudomonas aeruginosa (PrrF1 et PrrF2; voir Wilderman et al.
(2004)), Vibrio harveyi et Vibrio cholerae (Qrrl, Qrr2, Qrr3 et Qrrd, voir Lenz et al.
(2004)).

Un exemple, maintenant classique, d’ARNnc agissant en trans chez les eucaryotes
est donné par la classe des miARN (micro ARN), dont la longueur est d’environ 22nt et
qui sont impliqués dans la régulation négative des ARNm cibles (pour une revue voir,

par exemple, Voinnet (2009)).

Meécanisme de fixation a la protéine cible
Les protéines cibles des ARNnc, dont I’action se fait via la modification de leur activité,
appartiennent, selon les connaissances actuelles, soit aux régulateurs transcriptionnels
soit, aux protéines impliquées dans la régulation de la stabilité et la traduction des
ARNm (Storz et al. (2005)).

Chez les bactéries, un exemple d’ARNnc modifiant ’activité d’'un régulateur trans-
criptionnel est 'ARN 68S. Il a été démontré que cet ARNnc abondant, universellement

70

conservé parmi les bactéries, se fixe sur 'ARN polymérase ¢ en mimant ’ADN ce

qui a pour conséquence 'inhibition compétitive de la transcription (pour revue voir
Wassarman (2007)).
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Dans le groupe des ARNnc inter-agissant avec les protéines impliquées dans la régu-
lation de la stabilité et de la traduction des ARNm, les plus connus sont les membres de
la famille CsrB/RsmY, découverts chez E. coli et dans différentes espéces de Pseudo-
monas. Ces ARNnc se fixent aux protéines de la famille CsrA /RsmA, impliquées dans
la régulation de la traduction et dans la dégradation des ARNm (Babitzke et Romeo
(2007)).

A la différence des ARNnc agissant par appariements a des régions de longueur
généralement courte, les ARNnc interagissant avec les protéines sont généralement plus
longs (>200nt)(Storz et al. (2005)).

Riboswitch

Les riboswitch sont une classe particuliére de ribo-régulateurs identifiés relativement
récemment dans les génomes bactériens. Ils ne sont pas a proprement parler des ARNnc.
Ces éléments génétiques structurés sont généralement localisés dans les régions 5> UTR
de certains génes. Ils modulent leur expression en cis. Ayant la capacité de changer leur
conformation en fonction des changements de concentration de certains métabolites
(petites molécules) dans le milieu sans qu’un facteur protéique ne soit impliqué, ils

régulent ainsi 'expression du géne se trouvant en aval.

Les riboswitch les mieux caractérisés a ce jour sont composés de deux domaines : une
région dite aptamer responsable de la fixation du métabolite et une plateforme d’expres-
sion responsable de la modulation de I’expression du géne en aval (figure 1.7). Chez les
bactéries, la platforme d’expression controle typiquement la transcription par formation
d’un systéme terminateur-antiterminateur ou bien la traduction, via la séquestration

du site de fixation du ribosome (Kim et Breaker (2008)).

La régulation peut étre effectuée au niveau du controle de la transcription via un
systéme terminaison-antiterminaison de la plateforme d’expression et au niveau du

controle de la traduction via la séquestration du site de fixation du ribosome.

Aptamer Exprassion
region  plattorm @ Metabolite

Coding | Coding
region L region

=3

rovs;—dl S — e
Gene expression Gene expression
ON OFF

F1G. 1.7 — Structure schématique d’un riboswitch. Repris de Coppins et al. (2007)).
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Cochrane et Strobel (2008) répertorient 11 différentes familles de riboswitch, cor-
respondant & 11 différents métabolites capables d’étre capturés : Guanine, Adenine,
Lysine, les co-enzymes FMN (flavin mononucléotide), SAM (S-adenosyl methionine),
TPP (thiamine pyrophosphate), Cobalamine, GIcN6P et la glycine, preQl (preQuo-
sinel) et deoxyguanosine.

Il est difficile d’estimer le nombre exact de génes régulés par ce mécanisme. Néan-
moins, dans Bacillus subtilis, I’organisme le mieux étudié de ce point de vue la, au moins
2% des génes sont régulés par des riboswitch (Kim et Breaker (2008)). D’autres can-
didats riboswitch attendent d’étre validés, notamment dans les alpha-protéobactéries
(Corbino et al. (2005)).

1.1.2.3 L’exemple de régulation par ARNnc : régulation de la pathogénie

Nous présentons ici un exemple de régulation par ARNnc. Etant donné que I'orga-
nisme étudié au cours de cette thése est une bactérie phytopathogéne Gram négative,
notre choix s’est porté sur un exemple bien étudié d’ARNnc, impliqué dans la régulation
de la pathogénie d’une autre bactérie phytopathogéne Gram négative, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum. Un systéme similaire a été décrit chez Pseudomonas
syringae, une autre bactérie phytopathogéne (Mole et al. (2007)).

Dans P. carotovoruma les ARNnc sont impliqués dans la pathogénie & travers le
systéme de régulation post-transcriptionnelle Rsm. Ce systéme est constitué de deux
protéines, RsmA et RsmC et d’'un ARNnc régulateur RsmB (Mole et al. (2007)), ap-
partenant & la famille des ARNnc CsrB (voir section 1.1.2.2 et figure 1.8).

Dans ce systéme, RsmA est le régulateur principal et il fixe les ARNm codant pour
des facteurs de virulence tels que les enzymes de la dégradation de la paroi végétale,
entrainant leur déstabilisation et leur dégradation. L’ARN RsmB est ’antagoniste de
la protéine RsmA inhibant par titration de RsmA. RsmB contient une vingtaine de
motifs GGA se trouvant dans les boucles des tiges-boucles multiples présentes dans
sa structure secondaire (figure 1.8). Ces motifs présentent probablement les sites de
fixaton de la protéine RsmA et une molécule d’ARN RsmB peut séquestrer jusuqu’a
18 molécules RsmA, inhibant ainsi, de fagon efficace, la dégradation par RsmA des
messagers cibles (Liu et al. (1998)).

La troisiéme protéine, RsmC, impliquée dans le systéme Rsm agit comme répresseur

de rsmB et comme activateur de rsmA méme si son mécanisme d’action n’est pas connu
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a ce jour.

Plus généralement, les bactéries pathogénes alternent entre différentes niches éco-
logiques (extérieur et intérieur de 1’hote) et doivent étre capables de s’adapter aux
changements rapides de conditions d’environnement (Romby et al. (2006)). De ce fait,
ces bactéries ont dévéloppé des réseaux de régulations subtils permettant une réaction
rapide aux signaux environnementaux. La régulation de la virulence se fait majoritaire-
ment par le biais des protéines mais derniérement une implication directe ou indirecte
dans la pathogénie a été établie pour un nombre important d’ARNnc (voir ’annexe A

pour la liste de tels ARNnc et Romby et al. (2006) pour la revue).

1.2 Distribution taxonomique des familles d’ARNnc

Les ARNnc connus ne sont pas distribués uniformement & travers les différents
organismes. Dans cette section, nous nous intéressons a leur distribution taxonomique,
dans les génomes bactériens en particulier. Cette étude est réalisée a partir des données
présentes dans Rfam, une banque de données recensant les familles d’ARNnc connues

et leur annotation dans un grand nombre de génomes séquencés.

F1G. 1.8 — La structure secondaire prédite de PARNnc CsrB de E. coli (de la méme
famille que RsmB de P. corotovorum). Les motifs GGA, les site de fixation de la protéine

CsrA (RsmA dans le cas P. corotovoruma) sont indiqués en gras et numérotés de 1 a
22. Repris de Babitzke et Romeo (2007).
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Rfam : les données utilisées Il existe aujourd’hui plusieurs banques de données
dédiées aux ARNnc, pour la plupart spécifiques d’une famille particuliére Dans cette
étude, et dans le travail de thése de maniére générale, nous avons utilisé les données
de Rfam, version 8.1. Par conséquent, lorsque la banque Rfam sera évoquée dans le

manuscript de thése on se référéra, par défaut, a cette version.

Nous nous sommes appuyés sur cette base de données car elle est généraliste et

répond aux exigences suivantes :

e Intégre les alignements structuraux pour les familles ’ARN
e Propose des outils bioinformatiques adaptés (notamment le modéle de covariance,
Klein et Eddy (2003)) pour rechercher dans les bases de données de séquences tous

les homologues détectables des ARNnc déja annotés

Un inconvénient que la base Rfam présente est 1'utilisation d’un filtre qui réalise
une premiére sélection sur la base d’une homologie en séquence. De ce fait, les membres
d’une famille peuvent étre omis en raison d’une divergence en séquence avec les ARN
de cette famille, déja identifiés par ailleurs et la recherche d’une famille d’ARN peut

difficilement dépasser les barriéres d’un phylum ou d’une espéce bactérienne.

Enfin, nous avons pu constater que cette base de données n’est pas stable entre
versions successives :les nouvelles versions ne recensent pas tous les ARNnc prédits

dans les versions antérieures.

Familles reprértoriées dans Rfam A ce jour 607 différentes familles d’ARNnc
sont répertoriées dans Rfam, dont 107 pour des organismes bactériens. La figure 1.9,
déja obsoléte mais donnée a titre d’illustration, représente la répartition des familles
connues en 2005 dans les trois régnes (les bactéries, les archées et les eucaryotes). Elle
montre notamment que la plus grande diversité des familles d’ARNnc se situe au sein
des organismes bactériens. Cette figure montre aussi que seule une petite proportion de

familles est commune entre les différents régnes.

La thése portant sur la détection des ARNnc bactériens, nous nous focaliserons,
dans la suite, sur la distribution taxonomique au sein de ce régne. Nous nous limiterons
également aux ARNnc autres que les ARNt et les ARNr, étant donné que ces ARNnc

sont, universellement présents.
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1.2.1 Familles Rfam bactériennes selon les groupements taxo-

nomiques

A ce jour, 685 génomes bactériens, entiérement séquencés, sont recensés au NCBI
(version Aotit 2008) et y sont sont distribués en 18 phyla taxonomiques (figure 1.10).

Pour présenter la distribution taxonomique des familles d’ARN répertoriées dans
Rfam nous nous appuyerons sur cett classification des organismes bactériens en phyla.

Les familles présentes de fagcon ubiquitaire chez tous les organismes bactériens dans
Rfam sont peu nombreuses : ’ARN de la RNaseP et ’ARN SRP universellement conser-
vés dans les trois régnes de la vie (voir figure 1.9) et PARN 6S et le riboswitch de
Cobalamine identifiés majoritairement dans les génomes bactériens.

La distribution taxonomique est présentée dans le tableau 1.1 et sur I’histogramme
de la figure 1.11. La figure 1.11 montre que le nombre de familles d’ARNnc recensées
dans chacun des phyla est corrélé positivement avec le nombre d’organismes séquencés
que ce phylum contient. Ce biais est probablement di au fait que les groupes d’or-
ganismes les plus séquencés sont les plus étudiés, en général, et ce aussi pour ce qui
concerne les ARNnc. Par exemple, le groupe des gamma-protéobactéries, recensant le

plus grand nombre de familles d’ARNnc, contient Escherichia coli, ’organisme modéle
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F1G. 1.9 — Distribution des familles d’ARNnc répertoriés dans Rfam (en 2005) dans les
trois régnes (repris de Griffiths-Jones et al. (2005)).
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qui est le mieux étudié d’un point de vue des ARNnc. Dans ce groupe se trouve éga-
lement 'espéce Salmonella, qui a fait I'objet de plusieurs études de recherche et de
caractérisation des ARNnc (Vogel (2008)). De plus, 'analyse plus détaillée de la dis-
tribution des ARNnc dans le groupe des gamma-protéobactéries montre que tous les
organismes contenant plus de 25 ARNnc appartiennent aux enterobactéries, un sous-
groupe des gamma-protéobactéries. Les organismes ayant plus de 40 familles d’ARNnc
répertoriées appartiennent a la méme sous-branche des entérobactéries qu’E. coli, ce
qui suggere qu’il s’agit des ARNnc conservés entre E. coli et ces autres organismes.

Le deuxiéme groupe le plus peuplé est celui des firmicutes, caractérisés par un
nombre important d’ARNnc spécifiques & certains organismes de ce groupe. Le groupe
des firmicutes contient un grand nombre de bactéries pathogénes de 'homme (telles
que Staphylococcus aureus), d'un intérét économique (telles que Lactobacillus casei) ou
encore I'organisme modele Bacillus subtilis, ce qui explique le grand nombre de génomes
séquencés appartenant a ce groupe, le génome de S. aureus étant particuliérement bien
exploré d'un point de vue des ARNnc liés a la virulence (Romby et al. (2006)).

Ainsi, il est probable que la distribution actuelle des ARNnc refléte nos conaissances

actuelles et non pas leur réelle distribition taxonomique et I'état actuel ne permet de

Fic. 1.10 — L’arbre phylogénétique des différents phyla bactériens (repris de
www.bacterialphylogeny.info/overview.html). La majorité des phyla de NCBI y est re-

présentée, a ’exception des acidobactéries et plantomycétes (voir tableau 1.1).
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Groupe Nombre  d'or- | Nombre  d’or- | Nombre de fa-
ganismes  dans | ganismes  dans | milles présentes
NCBI Rfam dans Rfam

Gamma protéo-bactéries 174 119 82
Firmicutes 151 103 33

Alpha protéo-bactéries 89 60 19

Beta protéo-bactéries 60 39 17

Actino bactéries 54 37 15

Delta protéo-bactéries 19 15 14
Cyanobactéries 33 23 12
Chloroflexi 7 4 11
Fusobactéries 1 1 11
Bacteroidetes/Chlorobi 2 16 8
Thermotogae 7 4 8
Deinococcus-Thermus 4 4 8
Acidobactéries 2 2 6
Spirochaetes 14 9 5
Chlamydiae/Verrucomicrobig 13 10 4

Epsilon protéo-bactéries 20 15 4
Aquificae 3 1 2
Planctomycetes 1 0 0

Autres bactéries 8 3 14

TAB. 1.1 — La répartition des familles ’ARNnc dans Rfam selon la classification taxonomique

des bactéries trouvée au NCBI.

conslure si certains organismes bactériens sont plus riches en ARNnc que d’autres.
Par exemple, il est probable que des ARNnc nouveaux existent dans les nombreuses
bactéries possédant la protéine Hfq, partenaire de nombreux ARNnc déja connus (voir
section 1.1.2.2 et Valentin-Hansen et al. (2004)).

A la différence des gamma-protéobactéries ou firmicutes, dans les phyla chlamydiae
et epsilon-protéobactéries, il n’existe que 4 familles d’ARNnc identifiés, correspondant
aux familles présentes dans toutes les bactéries. En dehors de ces phyla, ot peu de
génomes ont été séquencés (tableau 1.1), certains groupes bactériens, comme les béta-
protéobactéries, sont caractérisés par le nombre élevé de génomes séquencés, indiquant
qu’ils sont trés étudiés, et par le nombre de familles d’ARNnc relativement petit, in-
diquant que la régulation par les ARNnc n’y a pas été étudiée de facon spécifique. De

plus ce groupe bactérien contient un grand nombre de génomes G+C riches dont la
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composition des ARNnc est inexplorée a ce jour et présente un défi méthodologique

d’un point de vue de ’approche par composition en séquence.

Un tel génome, Ralstonia solanacearum, une béta-protéobactérie au génome G+C
riche, est étudié au LIPM, laboratoire partenaire de ce projet. La régulation protéique
de cette bactérie est bien étudiée, notamment d’un point de vue de la virulence, mais
I’ensemble des travaux existants fait I'impasse sur le role potentiel des ARN régulateurs.
Plus largement, une recherche systématique des ARNnc n’a été entreprise chez aucune

béta-protéobactérie au moment ol cette thése a démarré.

Dans la suite, nous présentons plus amplement R. solanacearum, ’organisme sur

lequel seront appliqués les dévéloppements réalisés au cours de cette thése.

Répartition taxonomigue des familles dARNNc
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F1G. 1.11 — Le nombre de génomes présents dans Rfam et le nombre de familles d’ARNnc

annotées, en fonction du groupe bactérien.
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1.3 Ralstonia solanacearum, un organisme phyto-

pathogéne modeéle

Ralstonia solanacearum est une bactérie Gram-négative, phytopathogéne vivant
dans le sol, et appartenant au groupe des béta-protéobactéries. Elle est responsable
du flétrissement de plus de 200 espéces végétales réparties dans 50 familles botaniques.
Cette bactérie a été choisie comme systéme modéle pour élucider les mécanismes molé-
culaires de la pathogénie mis en place par les bactéries au cours des interactions qu’elles
entretiennnent avec les plantes. A plus long terme, son étude a pour objectif de contri-
buer a la la conception des nouvelles stratégies innovantes de lutte contre les agents
pathogeénes des plantes.

L’analyse de la diversité au sein de ’espéce a permis d’établir I’existence de 4 grands
clades. Ces clades sont trés fortement corrélés avec la provenance géographique des
souches de la bactérie, comme indiqué dans l'arbre phylogénétique de la figure 1.12.
La souche GMI1000, appartenant au clade correspondant au phylotype I sur la figure,
a été entiérement séquencée par I’équipe de Christian Boucher et Stéphane Génin au
LIPM, en collaboration avec le Génoscope. Cette souche est capable d’infecter une tres
large gamme de plantes hotes, mais toutefois elle n’est pas pathogéne sur le bananier.
Deux autres souches, Molk2 et TPO1609 séquencées plus récemment appartiennent au
phylotype II et se caractérisent par un spectre d’hote étroit et spécialisé réciproquement

sur le bananier et sur la pomme de terre.

1.3.1 Déterminants de la virulence connus chez R. solanacea-

rum

De nombreuses études ont permis d’identifier différents facteurs impliqués dans la
virulence de la bactérie. Les connaissances ainsi acquises sont compilées dans plusieurs
revues dont la plus récente (Genin et Boucher (2004)) renvoie a ’ensemble de la litté-
rature traitant cette question.

Plusieurs fonctions biologiques conférant la virulence a la bactérie ont été identifiées.
Dans le processus précoce de I'invasion de la plante, la mobilité et "attachement aux
cellules végétales ont été identifiées comme une disposition importante pour la viru-

lence. L’étape suivante, celle du franchissement de la barriére de la paroi végétale, fait
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F1G. 1.12 — L’arbre phylogénétique de ’espéce R. solanacearum basé sur les séquences
de I’endonucléase partielle (géne egl). Les emplacements des souches GMI1000, Molk2
et [IPO1609 sont indiqués par les fleches rouges. La correspondence entre les clades et
la localisation géographique est indiquée en rouge. L’arbre phylogénétique est basé sur
les séquences de I’endonucléase partielle egl et a été repris de Wicker et al. (2007). La

souche Molk2 a été positionnée d’aprés Guidot et al. (2007).
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intervenir des enzymes hydrolytiques de la dégradation de la paroi végétale, telles que
des pectinases et des cellulases. La bactérie pénétre alors dans le parenchyme cortical,
le tissu de la racine permettant le transport des matiéres absorbées de la périphérie au
centre de la racine, ou elle présente un fort tropisme vers les vaisseaux du xyléme, le
tissu conducteur de la séve brute. La bactérie envahit ces vaisseaux pour s’y multiplier
abondamment et produire massivement des exoplysaccharides, qui produisent 1’occlu-
sion des vaisseaux du xyléme et sont responsables du développement des symptomes
caractéristiques du flétrissement qui conduisent a la mort de la plante.

Il a été montré qu'un déterminant absolument essentiel a la pathogénie est le sys-
téme de sécrétion dit de type III codé par les génes hrp ainsi que les effecteurs afférents.
Cet appareil de sécrétion de protéines agit comme une seringue moléculaire qui per-
met l'injection des effecteurs bactériens dans la cellule végétale. Il a été démontré chez
d’autres bactéries phytopathogénes que ces effecteurs agissent pour empécher la mise
en place des réactions de défense de la plante et permettre ainsi la multiplication bac-
térienne au sein des tissus végétaux (pour une revue voir Grant et al. (2006)). Une
analyse détaillée de la séquence de la souche GMI1000 a permis de montrer que cette

souche produit probablement 74 effecteurs (Poueymiro et Genin (2009)).

1.3.2 Régulation de la virulence

Le controle de la virulence est effectué a travers un réseau de régulation sophistiqué
(Schell (2000)). Nous presenterons ici briévement le role du régulateur maitre PhcA et
la cascade de régulation spécifique du systéme de sécrétion de type II1.

PhcA, un régulateur central

Au centre de ce réseau se trouve le régulateur central PhcA (figure 1.13) qui agit par
mesure de la densité cellulaire ou quorum sensing, par I'intermediaire de la concentration
en 3-hydroxypalmitate methyl ester (3-OH-PAME). Ce systéme agit a faible densité
cellulaire pour induire la sécrétion de pectinase, la mobilité cellulaire et pour permettre
I’expression du systéme de sécrétion de type I1I et des effecteurs afférents, facilitant ainsi
la colonisation de la plante. A forte densité cellulaire ce systéme permet la production de
cellulase et d’exopolysaccharides bactériens responsables de la production de symptomes

de flétrissement (Flavier et al. (1997)).
Régulation du systeme de sécrétion de type 111
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Regulatory networks controlling virulence functions

frost ﬁontacr signai

Metabolic signals

- R. solanacearum

FiG. 1.13 — Modele de la topologie de réseau de régulation des facteurs de virulence de
R. solanacearum. Les effets régulateurs entre composants, directs ou non, et tels que
spécifiés par les connecteurs en noir, correspondent & une situation ou les sinaux envi-
ronnementaux d’entrée du systéme sont présents en périphérie de la cellule bactérienne.
Pour la plupart, on ignore leur nature. Les protéines représentées sous forme de “mont-
golfiere a deux nacelles” sont des membres canoniques de la famille des régulateurs de
réponse des systémes de régulation bactériens a deux composants. Leur récepteur kinase
correspondant est dessiné sur la membrane cytoplasmique avec une couleur identique.

Repris de Cunnac (2004).
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Il a été établi que I'expression du systéme de sécrétion de type III et des effecteurs
afférents est controlée par deux types de signaux : la reconnaissance du contact de la
bactérie avec une cellule végétale et le statut métabolique de la bactérie (Aldon et al.
(2000)). Cette régulation est sous la dépendance d’une cascade présentée en figure 3
qui fait intervenir les 4 activateurs transcriptionnels Prhl, PrhJ, HrpG et HrpB (figure
1.14).

Plag} signal  pjant cell

Metabolic CPrhd)

signals ‘r

W
hrp
genes

F1G. 1.14 — Modé¢le de régulation des geénes hrp dans R. solanacearum, pour plus de
détails voir le texte. OM : membrane externe; EM : membrane interne. Repris de
Cunnac (2004)

La protéine Prhl agit en concertation avec PrhA et PrhR pour former un systéme
de régulation a trois composants ott PrhA agit comme senseur du contact avec la cellule
végétale. L'intégration du signal issu du statut métabolique de la bactérie est intégré au
niveau de 'activateur HrpG. Des analyses transcriptomiques ont permis de montrer que
le géne hrpB a pour cibles principales les génes codant pour les composants structuraux
du systéme de sécrétion de type IIT ainsi que les effecteurs afférents (Occhialini et al.
(2005)), tandis que l'activateur HrpG régule, en plus des fonctions HrpB-dépendant,

un ensemble de fonctions d’adaptation a la vie dans la plante (Valls et al. (2006)).
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1.3.3 Absence d’études sur la régulation par ARN non-codant

Si la régulation de I’expression génique médiée par des protéines est bien documentée
chez R. solanacearum, notamment en ce qui concerne la virulence, au contraire, le role
des ARNnc dans la régulation chez cet organisme n’a pas été établie a ce jour, si ce
n’est par un inventaire des ARNnc conservés en séquence dans la plupart des génomes
bactériens et repertoriés dans Rfam (pour plus de détails voir la section 1.2). Le tableau
1.2 présente les ARNnc de R. solanacearum qui étaient répertoriés dans Rfam au début
de cette thése.

Famille d’ARNn¢ Nombre d’occurences

Chromosome
ARNt

ARNTr 165

ARNTr 238
Glycine riboswitch
6S

Cobalamine riboswitch

ot
N

yybP-ykoY riboswitch
TPP riboswitch

SRP

RnaseP

tmRNA

Nombre total

e a a C a a V E ]

— =]
— o

Nombre de différentes familles

Mégaplasmide
ARNt

ARNr 168
ARNTr 235
FMN riboswitch

Cobalamine riboswitch

N == = =W

Nombre total

ot

Nombre de différentes familles

TAB. 1.2 — Les familles d’ARNnc de R. solanacearum répertoriées dans Rfam.

1.3.4 Structure et organisation du génome de R. solanacearum

souche GMI11000

Le génome de R. solanacearum GMI1000 est organisé en deux réplicons de grande
taille : un chromosome de 3.7Mb et le mégaplasmide de 2.1Mb (figure 1.15). Cette or-
ganisation est conservée dans l’ensemble des souches de R. solanacearum méme si des

plasmides supplémentaires de faible poids moléculaire sont parfois présents dans cer-
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Length: 2,094,509 bp
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Fig. 1.15

La présentation circulaire des deux réplicons de R. solana-
cearum. Code des couleurs : CDS (bleu), tRNA (bordeaux), rRNA (vio-
let), G+C% (noir), GC skew + (vert), GC ckew- (rose). Repris de

http ://iant.toulouse.inra.fr /bacteria/annotation/cgi/ralso.cgi



taines souches (Genin et Boucher (2004) et C. Boucher, communication personnelle).
Les deux réplicons ont un G+C% comparable et proche de 67% mais sont organisés
en mosaique, avec des fragments de taille variable, nommés ACUR, (pour Alternative
Codon Usage Regions), probablement acquis a la suite de transferts génétiques ho-
rizontaux et présentant une composition en bases trés différente, alternant avec des
régions issues d’un génome ancestral (Salanoubat et al. (2002)). Il a été montré plus
récemment que ces derniéres régions n’étaient pas uniformément distribuées au sein de

I’espéce, renforcant ainsi I’hypothése d’acquisition par transferts horizontaux.
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Chapitre 2

Contexte bioinformatique de la

détection des ARN non-codant

Ce travail de thése porte sur le probléme de la détection des ARNnc dans les génomes
et dans ce chapitre nous présenterons trois grandes approches existantes pour aborder
cette question. Certaines de ces approches seront rediscutées plus amplement dans les
parties correspondantes de la thése.

En préambule, nous décrirons succinctement les approches utilisées pour la prédic-
tion des structures secondaires des ARNnc. Celles-ci sont d’une part integrées dans les
différentes approches de prédiction des ARNnc et d’autre part, nous nous en sommes

servis dans une partie de la thése afin d’évaluer la qualité de nos prédictions.

2.1 Prédiction de la structure secondaire

Actuellement, aucune méthode théorique ne permet de prédire, de facon fiable, la
structure secondaire d’une séquence d’ARNnc. En effet, les modéles sous-jacents a ces
méthodes imposent un cadre simplifié au sein duquel un calcul efficace de la structure
secondaire prédite devient possible, mais sacrifient ainsi la prise en compte de la totalité
des aspects rentrant en jeu dans le repliement d’une séquence d’ARN (par exemple, la
prise en compte de la formation des pseudo-noeuds n’est pas possible dans certaines de
ces méthodes).

De nombreuses stratégies ont été développées pour essayer d’y apporter une solution.

Ces stratégies peuvent étre divisées en trois groupes : les approches thermodynamiques,
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les approches comparatives et les approches hybrides, ces derniéres combinant les deux
premiéres approches. Les approches thermodynamiques recherchent la structure mini-
misant I’énergie libre selon un modéle d’énergie (le plus souvent le modeéle thermo-
dynamique, présenté dans la section 1.1.1). Quant aux approches comparatives, elles
recherchent les mutations compensatoires dans les alignements des séquences d’ARNnc
d’une famille. Un état de I'art sur les différentes méthodes de prédiction de structures
secondaires d’ARN peut étre trouvé dans Bindewald et Shapiro (2006).

Au cours de la thése, nous avons utilise RNAfold (Hofacker (2003)) qui prédit la
strucure secondaire d’énergie minimale d’une séquence calculée a 'aide de ’algorithme
de programmation dynamique proposée par Zuker et Stiegler (1981). RNAfold prédit
la structure secondaire a partir d’'une seule séquence.

Afin de prendre en compte I'information de plusieurs séquences dans la prédiction de
la structure secondaire, nous avons aussi utilis¢ RNAz (Gruber et al. (2007), Washietl
et al. (2005)), un outil hybride, tenant compte de la minimisation de I’énergie libre
et de 'existence de mutations compensatoires entre les séquences étudiées. RNAz est

présenté plus amplement dans la partie décrivant 'approche comparative, chapitre 6.

2.2 Approches bioinformatiques pour la détection des

ARNnc

La détection des ARNnc a pour but de localiser, dans un génome donné, ou plus
généralement dans une séquence donnée, 'emplacement des séquences correspondant
aux ARNnc. Contrairement aux séquences codantes, pour lesquelles la tache analogue
est aujourd’hui relativement bien maitrisée, ’absence de cadres ouverts de lecture, de
biais de codon ou d’un autre signal statistique commun a tous les ARNnc, fait que cette
tache demeure difficile dans le cas des ARNnc (Moulton (2005)).

Différentes stratégies bioinformatiques ont malgré tout été proposées. Elles peuvent

étre réparties dans trois grandes catégories, selon les informations utilisées (figure 2.1).

Ici nous présenterons briévement le principe sur lequel chacune de ces approches
est fondée, ainsi que les principaux outils permettant leur mise en oeuvre. Des détails

complémentaires sur 'approche comparative pour la recherche des nouvelles familles et
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I’approche ab initio peuvent étre trouvés dans les introductions des chapitres corres-

pondants (respectivement chapitre 6 et chapitre 3).

2.2.1 Recherche des membres d’une famille connue

Un premier objectif consiste a rechercher les ARNnc membres d’une famille déja
connue et caractérisée par sa structure secondaire.

Nous présenterons d’abord les méthodes mettant en place une recherche de mo-
tif correspondant & une structure secondaire a I’aide des algorithmes de recherche des
motifs dans les textes et ensuite nous présenterons les méthodes de recherche des mo-
tifs implémentant des outils probabilistes. Dans cette présentation je m’appuyerai sur
I'exposé & ce sujet dans la thése de M. Zytnicki (Zytnicki (2007)).

Méthodes non-probabilistes Dans ces méthodes, la structure secondaire est
décrite sous la forme d’un motif et celui-ci est recherché dans le texte génomique.
Les principaux outils implémentant ce type d’approche sont RnaMot (Gautheret et al.
(1993)), RNABOB (Eddy (1996)), Patscan (Ray et al. (1987)), RnaMotif (Macke et al.
(2001)) et plus récemment MilPat (Thebault et al. (2006)), DARN! (Zytnicki et al.

Approches bioinformatiques pour la
détection des ARN non-codant

Ab initio Comparative pour la Recherche des
recherche des membres d'une
nouvelles familles famille connue

F1G. 2.1 — Trois grandes approches pour la détection bioinformatique des ARNnc.
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(2008)) et Locomotif (Reeder et al. (2007)).

Meéthodes probabilistes Ces approches mettent généralement en oeuvre une
modélisation par modéles de Markov cachés qui leur confére un aspect probabiliste
et inférent la présence d’'un ARNnc appartenant & une famille donnée & partir des

alignements multiples des séquences.

ERPIN (Lambert et al. (2004)), combine une méthode non-probabiliste décrivant les
éléments de la structure secondaire et une méthode probabiliste analysant le contenu des

ces éléments a ’aide de matrices position-spécifiques et de chaines de Markov cachées.

RSEARCH (Klein et Eddy (2003)) et FastR (Zhang et al. (2005)) modélisent la
structure secondaire d’une famille d’ARNnc par les SCFG (Stochastic Context-Free-
Grammars) (Durbin et al. (1998b)), un formalisme permettant de définir un motif
en terme de la séquence et d’appariements entre les différents nucléotides dans cette
séquence. Une variante de ces modeéles est également implementée dans le logiciel
tRNAscan-SE (Lowe et Eddy (1997), largement employé pour la recherche des ARNE.

Notons que la base de données de référence recensant les membres des différentes fa-
milles d’ARNnc connues, Rfam (Griffiths-Jones et al. (2003)), est basée sur INFERNAL
("INFERence of RNA ALignment"), le modéle sous-jacent & RSEARCH.

2.2.2 Approches pour la recherche de nouvelles familles

Les méthodes décrites précedemment sont impuissantes lorsqu’il s’agit de rechercher
des ARNnc appartenant a des familles nouvelles. Or, les familles d’ARNnc sont trés
diverses dans les organismes différents et seulement peu de familles sont universelement
conservées (voir section 1.2). Ainsi, dans les groupes d’organismes ot peu de recherches
expérimentales d’ARNnc ont été menées 'utilisation des méthodes de recherche des
familles connues est trés limitée.

Etant donné que R. solanacearum, notre organisme d’intérét appartient au phylum
des béta-protéobactéries, peu étudié du point de vue des ARNnc (voir sectionl.2), nous
nous intéresserons plus particulierement aux méthodes permettant la découverte des
nouvelles familles d’ARNnc. De telles méthodes peuvent étre divisées en deux grandes

catégories, approche comparative et approche ab initio.
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Approche comparative [L’approche comparative pour la recherche des ARNnc
sans connaissance de leur famille utilise le fait que les ARNnc sont des régions fonc-
tionnelles conservées, du moins entre génomes proches.

Les stratégies mettant en oeuvre la recherche des conservations en séquences dans les
régions intergéniques combinées avec la recherche des différents signaux de transcription
tels que les terminateurs ont été, a ce jour, les plus fructueuses et ont permis de détecter
un grand nombre de nouveaux ARNnc dans les organismes tels que E. coli (pour revue
voir Hershberg et al. (2003)), Staphyococcus aureus ou Pseudomonas aeruginosa. Une
synthése de ces travaux est présentée dans le chapitre 9.

Des stratégies alternatives, basées sur le formalisme des grammaires formelles hors-
contexte, prennent en compte, en plus de la conservation en séquence, la conservation
en structure, par le biais de I'existence des mutations compensatoires. Ces méthodes
ont été appliquées avec succés, notamment dans la détection des ARNnc chez E. coli
(Rivas et al. (2001)). Nous pouvons citer le principal outil représentant cette catégorie,
le logiciel QRNA (Rivas et Eddy (2001)) ainsi que RNAz, qui apporte une notion de
stabilité en structure (Washietl et al. (2005)) et permet de travailler sur des alignements

multiples. Une présentation plus ample de ces approches se trouve dans le chapitre 6.

Approche ab initio Lorsque nous ne disposons pas de séquences génomiques
apparentées au génome dans lequel nous voulons effectuer la recherche des ARNnc ou
lorsque nous nous intéressons aux ARNnc spécifiques a un seul génome, une approche
comparative ne peut pas étre appliquée et seule la recherche ab initio, cherchant les
signaux de présence des ARNnc contenus dans la séquence seule, est alors envisageable.

Une premiére approche consiste a rechercher des signaux de transcription orphelins,
a savoir les signaux qui se trouvent dans les régions intergénique et qui ne sont pas
associés aux génes adjacents. De tels signaux sont essentiellement les promoteurs et
terminateurs de transcription. Cependant, une telle méthode est alors limitée aux or-
ganismes dont les séquences promotrices sont bien connues (essentiellement, le génome
d’E. coli). Une telle étude a été effectuée par Chen et al. (2002).

Une autre approche se base sur I’hypothése de I’existence d’un biais de composition
dans les séquences d’ARNnc et recherche, dans le génome, les zones présentant ce biais.
Cependant, & ce jour, 'existence d’un tel biais a été clairement démontrée seulement

dans les génomes des archées A+T riches hyperthermophiles ot la stabilité de la struc-

47



ture des ARNnc est probablement maintenue par un contenu en nucléotides G et C plus
élevé (Klein et al. (2002), Schattner (2002)). Quant aux ARNnc des génomes bactériens
A+T riches, certains travaux indiquent que leur composition en G+C est plus élevée et
qu’ils peuvent étre recherchés sur cette base (Upadhyay et al. (2005), Pichon et Felden
(2005)). En revanche, I'’ensemble des travaux existants font I'impasse sur la composition
des ARNnc dans les génomes G+C riches.

Les ARNnc sont, pour la plupart, des molécules structurées ce qui indique que leur
énergie libre est plus basse que celle d’une séquence non-structurée. Méme si ce fait
semble étre confirmé in vivo (Massé et al. (2003), Vogel et al. (2003)), la pertinence de
ce critére seul, calculé & partir du modéle thermodynamique a été remise en question
(d’abord partiellement par Workman et Krogh (1999) et ensuite par Rivas et Eddy
(2000)). Enfin, Clote et al. (2005) montrent, sur un ensemble constitué essentiellement
des ARNt, que les séquences structurés ont une énergie libre prédite plus basse que les
séquences aléatoires ayant la méme composition en di-nucléotides. Partant de I'hypo-
thése que la stabilité en structure est un élément a prendre en considération dans la
recherche des ARNnc, un troisiéme type d’approches, combinant les approches com-
paratives avec la recherche des zones du génome a 1’énergie libre basse a été proposé.
Cette approche est a la base de des outils comme RNAz (Washietl et al. (2005)) et
MSARI (Coventry et al. (2004)).

Etant donné que cette thése traite, entre autres, le biais de composition des ARNnc,

les travaux correspondants sont décrits plus amplement dans le chapitre 3.
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Deuxiéme partie

Approche ab initio pour la

caractérisation des ARNnc
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Introduction

Dans ce chapitre nous examinons l'existence d’un biais de composition au sein des
ARNnc de Ralstonia solanacearum et la pertinence de son utilisation pour leur détec-
tion.

Nous présentons d’abord un état de I’art sur ’approche ab initio pour la détection
des ARNnc a travers des travaux existants.

Nous proposons une méthodologie statistique pour mettre en évidence la différence
en composition entre les ARNnc et le reste du génome sur la base de leur contenu en
G-+C. Nous exposons son application & deux génomes différents du point de vue du
contenu en G+C, un génome G+C pauvre, Staphylococcus aureus et le génome G+C
riche de Ralstonia solanacearum. Ensuite, nous présentons la modélisation markovienne
des séquences et nous 'appliquons a la modélisation de la composition en nucléotides et
en di-nucléotides du génome de R. solanacearum afin de mettre en évidence la différence
en composition entre les ARNnc et le reste du génome.

Une fois 'existence d’un biais en composition au sein des ARNnc établie, nous
'utilisons pour segmenter le génome a ’aide des modéles de Markov cachés. Ces modéles
ainsi que la modélisation des séquences génomiques par ces modéles sont présentés. Une
étude de deux algorithmes de segmentation a ’aide de ces modéles (Viterbi et Forward-
Backward) est aussi proposée et elle nous amenera a conclure que la pertinence de
I’algorithme de Viterbi est dépendante des paramétres des modeéles utilisés et que de ce
fait, il doit étre utilisé avec précaution.

Enfin, la segmentation effectuée, nous présentons les résultats obtenus et nous éva-

luons leur spécificité et sensibilité.
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Chapitre 3

Utilisation de biais en composition
pour la détection des ARNnc : état de

I’art

La notion de biais en composition se référe a la différence de composition en nu-
cléotides entre différents éléments génomiques existant dans un ou plusieurs génomes.
[’existence d’un biais en composition a pu étre mis en évidence dans un grand nombre
d’éléments génomiques, comme par exemple, le biais présent sur les différents brins
d’ADN (Lobry (1996)), le biais au niveau de l'origine de réplication dans les génomes
bactériens (Rocha et al. (1999)) ou encore le biais de codons (McInerney (1998)). L’exis-
tence d’un biais de codon est a 1’origine de nombreux programmes de prédiction des
génes (pour une revue, dans les génomes bactériens, voir Azad et Borodovsky (2004)).

Ici, nous nous intéressons au biais de composition lié¢ aux séquences des ARNnc.

3.1 Biais de composition dans les ARNnc

L’existence d’un biais de composition dans les séquences d’ARNnc a été observée
pour la premiére fois par Rivas et Eddy (2000). Ils constatent que dans le génome
de Methanocaldococcus jannaschii (ancien Methanococcus janachii), une archébactérie
A~+T riche hyperthermophile, les ARNnc sont caratérisés par le G+C% trés élevé par
rapport au G+C% du reste du génome ( 31.4% pour les ARNnc et 63.1% pour le

génome).
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Ce constat a été exploité dans les études de Klein et al. (2002) et Schattner (2002)
pour prédire de nouveaux ARNnc chez M. jannachii.

Dans Schattner (2002), les auteurs examinent également la possibilité d’utiliser le
biais de composition dans un autre organisme A+T riche, Plasmodium falciparum (le
G+C% génomique moyen autour de 20%), avec la conclusion est que le G+C% des
ARNnc de ce génome n’est pas assez discriminant.

D’autre part, Klein et al. (2002) utilisent le biais de composition pour détecter des
ARNnc avec succés dans le génome de Pyrococcus furiosus, une autre archébactérie
A+T riche hyperthermophile (G+C% génomique moyen 40.8%) .

A ce jour, les seuls organismes ou la différence en composition entre les ARNnc et
le reste du génome a été utilisée avec succés comme seul critére de prédiction sont les
archébactéries hyperthermophiles M. jannaschii et P. furiosus. Les appariements G-C
étant plus stables que les appariements A-T, le fort biais en G+C au sein des ARNnc
de ces organismes est supposé étre lié a la stabilisation des structures secondaires dans
les conditions de haute température (Klein et al. (2002), Galtier et Lobry (1997)). Des
indications existent (Das et al. (2006)) qu’un biais en compostion des ARNnc existerait
dans d’autres génomes archéens A+T riches hyperthermophiles, comme le montre le
tableau 3.1. Néanmoins, des études spécifiques, permettant la découverte de nouveaux

ARNnc en exploitant le biais de composition des ARNnc n’ont pas été menées.

G+C%
Organisme génomique ORF ARNr ARNt
Aquifer aeolicus 43.3 43.7  64.8 68.4
Methanocaldococcus jannaschii 31.3 320 638 66.5
Nanoarchaeum equitans 31.5 312 66.2 72.5
Pyrococcus abyssi 44.6 452 65.9 70.5
Pyrococcus furiosus 40.7 412 66.3 70.5
Pyrococcus horikoshii 41.8 423  63.2 70.7
Sulfolobus solfataricus 35.7 36.5  62.1 67.3
Sulfolobus tokodaii 32.7 33.6 63.8 67.4

TAB. 3.1 — La composition génomique, des ORF, des ARNr et des ARNt dans les
génomes archéens A+T riches hyperthermophiles. Tableau partiel repris de Das et al.
(2006).

Dans certains génomes bactériens A+T riches, I'utilisation du biais de composition
s'est révélée comme un critére utile en combinaison avec d’autres approches. Ainsi,

Upadhyay et al. (2005) effectuent une étude de recherche d’ARNnc chez P. falciparium
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a l'aide de biais en composition en renforcant les prédictions par une approche com-
parative. Cette étude a permis de retrouver de nouveaux ARNnc chez P.falciparium.
L’approche par biais de composition complétée par une approche comparative a éga-
lement été employée par Pichon et Felden (2005) permettant la mise en évidence de
nouveaux ARNnc dans Staphylococcus aureus (G+C% génomique moyen de 33%).

Quant aux génomes qui ne sont pas A+T riches, 'analyse du biais de composition
combinée avec le calcul de I’énergie libre ont été utilisés dans une recherche systématique
des ARNnc d’Escherichia coli (de G+C% génomique moyen de 50.8%) (Carter et al.
(2001)). L’existence d’un biais de composition au sein des ARNnc n’a pas été mis en
évidence, d’autant plus que les prédictions issues de cette étude n’ont pas été validées
a ce jour.

Ainsi, 'ensemble des travaux utilisant le biais en composition pour la recherche des
ARNnc portent sur les organismes A+T riches, a I'exception de Carter et al. (2001)
dont les résultats n’ont pas été validés. En revanche, il n’existe pas d’étude portant sur
la composition des ARNnc dans les organismes G+C riches, 'autre extréme du point
de vue de le composition en nucléotides. Dans les développements de la présente partie,
nous nous proposons d’étudier la composition des ARNnc d’un tel organisme, R. so-
lanacearum (G+C% génomique moyen 67%) et nous explorons la possibilité d’utiliser

une approche par biais en composition pour la recherche des ARNnc.

3.2 Utilisation du biais de composition pour détecter

des ARNnc : méthodologies employées

Lorsque nous nous intéressons a I'utilisation du biais de composition pour détecter

des ARNnc deux problémes disctincts peuvent étre identifiés :

1. Comment mettre en évidence le biais de composition entre les ARNnc et le reste

du génome ?
2. Comment localiser dans le génome les segments présentant un biais donné ?

Les approches utilisées pour répondre a ces deux questions, dans le cadre de la détection

des ARNnc, seront présentées dans la suite.
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3.2.1 Mettre en évidence le biais en composition

Dans les études évoquées précedamment ’existence d’un biais de composition au sein
des ARNnc par arpport au reste du génome était sous-entendu la plupart du temps.

La seule étude proposant une telle démarche est Schattner (2002) qui utilise le test
de Student pour décider si la différence entre le G+C% dans les différents groupes est
significative. Le premier groupe est constitué des ARNnc connus et le deuxiéme groupe

de séquences de 100nt échantillonnées dans le génome de facon aléatoire.

3.2.2 Utiliser le biais en composition pour segmenter le génome

Pour sélectionner les régions d’un génome présentant un biais de composition cor-

respondant aux ARNnc trois plusieurs approches ont été utilisées.

Fenétres glissantes Pour discriminer les segments dans le génome présentant un
biais en composition, Schattner (2002) et Upadhyay et al. (2005) utilisent des fenétres
glissantes.

Cette approche est peu compliquée et rapide. Néanmoins, il s’agit d’'une méthode
manquant de fondement théorique permettant d’évaluer la significativité statistique des
résultats obtenus. Un autre inconvénient de cette approche est que les frontiéres entre

les segments de composition différente ne sont pas déterminées avec précision.

Modéles de Markov cachés Klein et al. (2002) considérent le G+C% comme
critére de biais de composition et proposent un modéle de Makov caché (HMM, pour la
définition voir la section 5.1) a deux états : un état G+C riche modélisant la séquences
des ARNnc et un état A-+T riche modélisant le reste de génome. Cette démarche s’ins-
crit dans un cadre théorique de modélisation des séquences génomiques et permet une
éventuelle complexification du modéle dont le but serait une modélisation plus « réa-
liste » de la séquence génomique.

Au cours de ce travail de thése, une généralisation des modéles de Markov cachés
a été utilisée dans Tjaden (2007). Ce travail présente un modeéle d’intégration de don-
nées hétérogeénes tenant compte du biais de composition, des données d’expression et
de I'information sur la conservation en structure déduite de I'analyse comparative. La

composante du modéle servant a la détection des régions présentant un biais de compo-
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sition caractéristique des ARNnc est un modéle de Markov caché ayant 9 états cachés
correspondants, entre autres, aux promoteurs et aux terminateurs adjacents & ’ARN
putatif. La performance de ce modéle a été testé sur ’ensemble des ARNnc connus
d’E. coli et Defficacité du modéle de biais de composition seul, sans tenir compte des

données d’expression et de al conservation, n’a pas pu étre démontrée pour ce génome.

Critére visuel Dans Pichon et Felden (2005) les régions G+C riches ont été
déterminées a l'aide d’un outil de visualisation, ce qui constitue une démarche peu

fiable et peu efficace.
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Chapitre 4
Tester la difference en compostion

La composition des séquences génomiques peut étre étudiée a plusieurs niveaux

différents :

1. en G+C%, ou deux paramétres sont considérés : le taux des nucléotides G ou C
(noté G+C%) et le taux des nucléotides A ou T (noté A+T%)

2. en nucléotides A, C, G et T ol quatre paramétres sont considérés : les taux de A,
C,GetT

3. en di-nucleotides AA, AC, ..., TT ou 16 paramétres sont considérés

4. les n-nucléotides ou la fréquence d’occurence de différents mots de longueur n a
partir de 'alphabet {A, C, G, T} est considérée

La facon la plus concise de décrire la composition d’une séquence génomique est
son G+C% : il résume par un paramétre la composition de la séquence, le deuxiéme
parameétre A+T% se déduisant comme A+T%= 100—G+C%. Par ailleurs, la compo-
sition des génomes est traditionnellement décrite par la valeur de son G+C% ; en effet,
avant les séquencages massifs ou les séquences des génomes n’étaient pas disponibles,
le G+C% pouvait étre calculé a l'aide de la température nécessaire pour dénaturer les
deux brins d’ADN (Vinogradov (1994)).

Dans le présent chapitre nous abordons la question de la mise en évidence de I’exis-
tence d’un biais de composition au sein des séquences d’ARNnc avec application au
génome de Ralstonia solanacearum. Dans un premier temps, nous étudions le G+C%, a
'aide de la théorie des modéles linéaires généralisés (GLM). Dans un deuxiéme temps,

une modélisation markovienne des séquences est proposée pour modéliser la composition
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en nucléotides et en di-nucléotides.

4.1 Utilisation du G+C% pour caractériser les ARNnc

Lorsque nous voulons conclure si le G+C% différe entre plusieurs groupes de sé-
quences (par exemple : les séquences d’ARN, le codant et le reste du génome) il ne
suffit pas de comparer les valeurs moyennes des G+C% dans ces groupes. En effet, la
question est de savoir a partir de quel seuil de différence de G+C% entre deux groupes
cette différence est significative et non pas le résultat d’une fluctuation aléatoire due au
choix de I’échantillon.

Les travaux cités, portant sur la composition des ARNnc (section 3.2), n’effectuent
pas, pour la plupart, de test statistique démontrant la différence de composition entre
les séquences des ARNnc et le reste du génome, et sont essentiellement basés sur I’ob-
servation empirique. Dans Schattner (2002) le test de Student des moyennes est utilisé.
Plusieurs critiques peuvent étre adressées a cette approche. Tout d’abord, pour utili-
ser le test de Student, les observations des populations dont les moyennes sont testées
doivent étre tirées d’une seule distribution qui doit étre normale. Or, les valeurs de
G+C% sont comprises entre 0 et 1 et ne sont donc pas distribuées normalement. De
plus, dans la population d’ARNnc les longueurs des séquences sont variables, ce qui
induit des variances différentes des G+C% a l'intérieur d’'un méme groupe. Ce point
n’est pas pris en compte dans ’approche proposée. Un dernier point concernant cette
solution est qu’elle néglige I’éventuelle composition non-homogeéne au sein des différents
groupes.

Dans le contexte plus général d’étude de composition des génomes, I’homogénéité a
été étudiée par Karlin et al. (1994), Karlin et al. (1998) ou Li et al. (1998). Toutefois, ces
travaux ne donnent pas une méthode directe pour répondre & notre question d’intérét.

Une solution consiste a utiliser la théorie des modéles linéaires généralisés (GLM,
McChullagh et Nelder (1989a)). Elle nous a été suggérée par Sophie Schbath de 1'unité
MIG et par Stéphane Robin d’AgroParisTech. Afin d’étudier le G+C%, on modélise
chaque nucléotide dans la séquence par une variable binaire, valant 1 si le nucléotide
est un G ou un C et 0 sinon. Selon cette modélisation le G+C% est identique a la
probabilité d’observer un 1 dans la séquence. Il s’agit d’'un cadre formel bien étudié

permettant de répondre a la question posée d’une maniére satisfaisante : nous ne faisons
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pas I’hypothése de la distribution normale des observations et la différence de longueur
de séquences est prise en compte par le modéle. De plus, ce cadre permet une analyse
détaillée de la structure de chacun des groupes et 'identification d’éventuelles séquences
atypiques.

Dans la suite nous présenterons d’abord le modele de regresssion logistique, un
modeéle de la classe des GLM, ensemble avec les outils d’analyse de données qui lui
sont, associés. Enuite nous présenterons les résultats de son application sur les données

génomiques.

4.1.1 Modéle de regression logistique
4.1.1.1 Hypothéses et définition du modéle

Supposons que nous disposons de N observations Y7, ..., Yy suivant une loi bino-
miale de paramétres (n;,p;), Y; ~ B(n;,p;). Rappelons que la loi binomiale de para-
métres (n;, p;) correspond a I’expérience ot une épreuve de Bernoulli de paramétre p;
est renouvelée n; fois de maniére indépendante et dont les deux issues possibles sont
dénommeées succes et échec. La variable aléatoire Y; correspond au nombre de succés a

I'issu de n; épreuves. Nous avons que I’espérance et la variance de Y; s’écrivent comme :

EY;) = npi (4.1)
Var(Y;) = nipi(1 —py) (4.2)

Le modéle de régression logistique est un modéle de la classe des modéles linéaires
généralisés (décrits dans 'ouvrage de référence McCullagh et Nelder (1989a)). I1 décrit
la relation linéaire supposée entre la variable réponse Y; et K variables zq, ...,z , dites
explicatives, x;,1 < j < K, pouvant prendre des valeurs quantitatives ou qualitatives,
servant a expliquer la variable réponse Y;.

Les hypothéses du modéle de régression logistique sont :
1. Yi, ..., Yy sont les variables aléatoires indépendantes
2. Pour tout i, 1 < i < N, la variable Y; suit une loi binomiale de paramétres (n;, p;)

Notons x; est la valeur de la variable z; pour l'individu¢, 1 <¢ < Net1<j<K. Le

modeéle est fondé sur 'existence d’une fonction f, que I'on appelle la fonction de lien,
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f:]0,1[— R telle que :
K
=+ Y B (4.3)
=1

 est appelé ['intercept et le 3; sont les coefficients de la régression. Nous noterons (3 le
vecteur des paramétres du modéle, 5 = (u, 51, ..., Ok)-

Dans le cadre général des modéles linéaires généralisés, différentes fonctions de la
famille exponentielle peuvent étre utilisées comme fonction de lien. Dans le cas de la
régression logistique, que nous exposons ici, la fonction logit est utilisée. Pour p €]0, 1],

nous avons :

1 = logit(p) = log(;——) (4.4)

Ainsi, dans le modéle de régression logistique, le lien suivant existe entre les para-

meétres p;, 1 <7 < N et les coefficients de la régression :

exp(p + Z]K:1 5]1’;)
1+ exp(p + Zﬁ; Bjxh)

pi(3) = (4.5)

Sous le modéle logistique, sous ’hypothése de I'indépendance des tirages et d’une

distribution binomiale, la vraisemblance sachant les données s’écrit comme :

LB =11 (“Z’)pxm%(l — pi(B)" V) (4.6)

i=1 \J?

La relation ci-dessus peut étre réécrite sous la forme de log-vraisemblance :

log L(B) = > (log (Z) +yilogpi(B) + (ni — i) log(1 — pi(3)))

=1

. pi(B)
— ; log ( ) + y; log 1T— (3 e(B) + n;log(1 —pi(ﬁ)))
= 3 (tog (1) () = Lot + expl(9) wn

Régression logistique dans le cas spécial des variables nominales

Une variable nominale décrit un nom ou une catégorie (par exemple, I’ appartenance
a un groupe) et entre ses valeurs possibles, appelées les modalités, n’existe pas un ordre
naturel. Exprimer de telles variables par une valeur numérique n’a pas de sens et il est

d’usage de les transformer en variables indicatrices d’appartenance a un groupe a 'aide
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Groupe | x1 | o | X3 | ... | Tp—1
0 01010 0
1 11010 0
2 0|10 0
M—-1,10]01]0]... 1

TAB. 4.1 — Codage disjonctif complet pour une variable nominale & M modalités.

de de la transformation appelé codage disjonctif complet (Bouyer et al. (1995)). Dans
ce codage, une variable X a M modalités, numérotées de 0 & M — 1, est transformée en
M — 1 variables, la m-iéme variable, 1 < m < M — 1, prenant la valeur 1 ou 0 selon que
la valeur de X correspond ou pas a la m-iéme modalité (tableau 4.1). Nous appelerons
la modalité de référence la modalité pour laquelle toutes les variables explicatives valent
0 ( le groupe 0 dans le tableau 4.1). Dans le cas d’une variable explicative nominale, le

modeéle de régression logistique s’écrit comme :
logit(p:) = p + Z pj (4.8)

,oun K =M —1et xé est la valeur de la variable explicative z; obtenue par le codage
disjonctif complet pour l'individu 7. LLa méme expression peut s’écrire aussi sous la

forme :

: Ju J=0
l i) — .
gt { Wt B jefl.. K} (4.9

faisant apparaitre le lien entre les paramétres de la régression logistique et logit(p;)

associés a chacune des modalités de la variable explicative.

4.1.1.2 Estimation des paramétres

Les paramétres d’un modeéle linéaire généralisé peuvent étre estimés par le maximum
de vraisemblance. Le zéro de la dérivée de la fonction de la log-vraisemblance (équation

4.7) par rapport au j-iéme parameétre donne (3; maximisant la vraisemblance :

dlogL . exp(n;)
L — .z 410
Zyﬂf Zn TT () (4.10)
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Ainsi, les §; annulant les équations (4.10) sont la solution d'un systéme de K équa-
tions non-linéaires. Ce systéme n’ayant pas une solution analytique, une solution nu-
mérique, implementée par la méthode des moindres carrés pondérés itérés, est utilisée.

Le prédicteur linéaire du modéle pour la i-iéme observation peut étre écrit & partir

des paramétres B estimés comme :
M=+ By + ..+ Brrk (4.11)

4.1.1.3 Analyse des résidus

Une fois le modéle défini et les paramétres associés estimés, il est important de
vérifier la validité de ce modéle au regard des données. A condition que le modéle utilisé
soit adapté au phénomeéne étudié, 'inadéquation entre le modéle estimé et les données
peut exister, pour différentes raisons. Une raison peut étre l'existence d’observations
isolées qui ne sont pas en adéquation avec le modéle proposé. L’identification et puis
I’analyse de ces observations peut nous amener & identifier d’éventuelles erreurs dans le
plan d’expérience et dans les données. Dans ce cas, ces erreurs peuvent étre corrigées
ou, le cas échéant, ces observation retirées de I'analyse. Une autre raison peut étre une
inadéquation “intrinséque” des données a la modélisation binomiale classique. Dans ce
cas des solutions peuvent étre apportées via une modélisation par un modéle “quasi-
binomial”.

Nous présenterons d’abord les outils de diagnostic des points isolés inadéquats avec
les données et ensuite nous présenterons la facon de prendre en compte, de maniére
systématique, 'inadéquation au modéle binomial classique. Pour ce faire, nous aurons
besoin de quelques notions que nous introduisons dans la suite.

La matrice d’incidence X est une matrice de dimension N x K, dont ’élément (3, j)
est la valeur de la j-iéme variable explicative de la i-iéme observation.

La matrice des poids W est une matrice diagonale de dimension, N x N, fonction
des parameétres (3, telle que son élément (i,4), noté w; soit w; = 1/Var(Y;).

La matrice H, appelée la hat matrice, est définie, & partir des matrices X et W,
comme :

H=W:X(X'WX) 'X'W: (4.12)

Nous avons que HY =Y (d’out le nom de hat matrice) et les valeurs de H interviennent

dans le calcul de I'importance d’une observation dans l'estimation. En particulier, les

64



éléments de la diagonale de la matrice H, h; reflétent 'influence potentielle de 1’obser-
vation Y; sur 'estimation des parameétres du modéle.

Le résidu est la partie de I’observation que le modéle n’explique pas et il est calculé
comme une fonction de I’écart entre la valeur observée de la variable réponse et sa
valeur estimée.

On défini les résidus bruts comme la différence entre la valeur observée et la valeur
estimée de la variable réponse :

ri = Yi — NiPi (4.13)
Les résidus bruts sont difficilement comparables car le nombre de tirages, n;, différent
pour les différentes observations, influence la variance. Les résidus peuvent étre rendus
comparables en divisant les résidus bruts par I’écart type de la variable réponse. Ces
résidus sont appelés les résidus de Pearson :
re, = Yi — NPy (4.14)
nipi(1 — pi)

La somme de leurs carrés donne la statistique X? de Pearson :

X?=> "1 (4.15)

i=1
Néanmoins, les résidus de Pearson ne sont pas normalisés. Pour obtenir les résidus

normalisés, les résidus sont divisés par leur écart-type, et on peut montrer que o(y; —

Ui) = \/niﬁi(l —p;)(1 = h;), out h; est I’i-iéme élément de la diagonale de la matrice H.

En normalisant les résidus bruts nous obtenons les résidus de Pearson standardisés :

_ Yi — NiPi
Vnipi(1 — pi) (1 — hy)

Lorsque le modéle est bien ajusté, les résidus de Pearson standardisés suivent une

(4.16)

Tpi

loi normale N(0,1) (Pregibon (1981)). Dans ce cas, les observations sont situées ap-
proximativement dans l'intervalle (—1.96,1.96), 'intervalle de confiance a 95%. Cette
propriété peut étre utilisée dans le diagnostic de la structure des données.

Avant d’introduire une mesure d’adéquation du modéle aux données, rappelons que
le modele saturé est le modeéle qui correspond “parfaitement” aux données, a savoir le
modéle qui contient autant de paramétres que d’observations. Ici, le modéle saturé est
défini par :

pi= 2 (4.17)

n;
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pour 1 < < N.

Le modéle saturé sert ici pour définir la déviance, qui mesure ’écart ou la “déviation”
du modeéle par rapport aux données (Collett (1991)). La déviance est définie comme la
statistique du rapport de vraisemblance entre le modéle proposé et le modéle saturé.
Si on note Lg la valeur de maximum de vraisemblance pour le modéle saturé et L,
la valeur de maximum de vraisemblance pour le modéle ajusté (Ly = L(3)) alors on
définit la déviance comme :

L
Dev = —210g(L—M) (4.18)
S

Elle peut étre réécrite sous la forme (Collett (1991)) :

N
Dev = 22 (yilog(52) + (n; — yi) log(——=) (4.19)
i1 Yi i = Yi
qui fait apparaitre la comparaison des valeurs de réponses observées avec les valeurs
prédites.
Une fois le modéle défini, certaines observations ont des propriétés particuliéres. On

peut les classer en trois catégories (non exclusives entre elles) :
1. les points leviers
2. les points aberrants (ou points extérieurs)
3. les points influents

Les points leviers sont des points ayant potentiellement une grande influence sur
'estimation du fait des valeurs de leurs variables explicatives (sans considérer la valeur
de la variable réponse). La recherche des points leviers est associée a la notion de
fonction de [’effet de levier ou leverage, en anglais. Dans le cadre du modéle linéaire,
le leverage est une fonction des variables explicatives qui mesure le potentiel de chaque
donnée d’affecter I’estimation du modéle (figure 4.1). Dans ce cadre, le leverage d’un
point x; est défini comme la distance entre z; et le centroide T = %vazl z; et dépend
donc uniquement du plan d’expérience.

Dans le cas du modéle linéaire généralisé (et de la régression binomiale en particu-
lier), la définition du leverage devient plus compliquée pour les raisons de différences de
variance entre les différentes observations. En conséquence, I'interprétation du leverage
devient moins évidente. Ici, nous pouvons nous contenter de dire que le leverage repré-

sente la distance entre un point et le reste des points en tenant compte du poids de
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chaque point. En pratique, le leverage d’une observation ¢ est défini comme h;, le i-iéme
élément de la diagonale de la matrice H (équation 4.12). On considére que I'observation
i est élevée en leverage si h; > 25 (McCullagh et Nelder (1989b)).

Alors que la notion des points leviers porte sur la valeur des variables explicatives,
les points aberrants sont particuliers de part leur réponse, qui n’est pas en adéquation
avec la valeur prédite par le modéle. Cette inadéquation avec le modéle est reflétée par
les résidus et les points sont considérés comme aberrants par rapport au modéle choisi
lorsque leurs résidus sont élevés (Collett (1991)).

La présence des points leviers et des points aberrants n’est pas génante tant qu’ils
n’influencent pas l’estimation du modéle de maniére importante. Une observation est
influente si son omission change d’une maniére importante le modéle estimé (Collett
(1991)). 1l s’agit donc de mesurer la différence entre /3 et B(i), ol B(i) désigne le vecteur
des parameétres estimeés sans la i-iéme observation (McCullagh et Nelder (1989a)). La

distance mesurant cette différence est appelée la distance de Cook et est définie ar
(Collett (1991))

1 - ~ ~ ~
D; = —(68 = @) XWX (5 - B) (4.20)
Elle peut étre approximée par :

2

D~ — 8
K0 - hy)

(4.21)

F1G. 4.1 — Les points leviers, x = 7, dans le cas d’une régression linéaire : le changement
de réponse d’un point éloigné du cluster des points peut avoir une influence beaucoup
plus importante sur I’estimation que les changements de réponse des points se trouvant

dans le cluster des données.
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Cette derniére expression permet d’interpréter I'influence d’un point en termes du leve-

hi
1—-h;

leverage comprises entre 0 et 0.5. Elle est peu croissante pour les valeurs de h; entre 0.8

rage et de son résidu. La valeur de la fonction est inférieure a 1 pour les valeurs de
et 1. Pour les valeurs de h; se rapprochant de 1 elle tend vers +o0o0. Par conséquent, plus
le leverage sera élevé, et notamment entre 0.8 et 1, plus le point sera potentiellement
influent. La distance de Cook de I'observation i est également directement proportion-
nelle avec le carré de son résidu de Pearson standardisé. Ainsi, si le résidu est petit
mais le leverage elevé, le point peut étre influent. Inversement, si le résidu est elevé
mais le leverage entre 0 et 0.5 son influence sera diminuée. L’expression de la distance
est pondérée par % afin d’obtenir I'influence moyenne sur tous les paramétres. D'un
point de vue pratique, la régle usuelle est de considérer comme influents les points ayant

une distance de Cook supérieure & 1 (McCullagh et Nelder (1989a)).

Lorsque nous effectuons une analyse des résidus on s’intéresse surtout a isoler les

observations influentes.
Surdispersion

Il se peut que l'inadéquation entre le modéle et les données ne soit pas diie a un
certain nombre d’observations isolées mais caractérise plutot ’ensemble d’observations.
Lorsque nous considérons que le modéle logistique est tout de méme adapté pour modé-
liser les données en question, et lorsque leur variabilité est plus grande que celle prédite
par le modéle nous avons a faire a la surdispersion.

La surdispersion dans les données peut provenir de sources diverses. Elle refléte
généralement le manque d’indépendance ou manque d’homogénéité dans les données.

Plusieurs modéles de survenue de la surdispersion peuvent étre adoptés.

— Les clusters McCullagh et Nelder (1989a) proposent une explication possible de
la surdispersion qui serait die a ’absence de la prise en compte des variables
explicatives supplémentaires nécessaires pour expliquer les données. Dans le cas
des variables explicatives nominales chacune des catégories contiendrait, en fait,
des clusters correspondant aux sous-catégories. La variance serait plus élevée au
sein de chacune des catégories car les sous-catégories n’ont pas été modélisées.

— Corrélation entre les réponses binaires Dans le cas d’une corrélation entre les ob-
servations la variance observée ne correspondrait pas a la variance sous le modéle
binomial. Une corrélation positive entraine une plus grande variabilité que celle

prédite par le modeéle binomial (Collett (1991)).
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Lorsque nous pouvons attribuer la survenue de la surdispersion a une des sources
évoquées, elle peut étre modélisée en considérant que le paramétre de la loi binomiale
corespondant a la probabilité de réponse de ’observation i est une variable aléatoire

d’espérance E(m;) = p; et de variance :
Var(m) = ¢pi(1 — pi) (4.22)

ou ¢ > 0 est un paramétre inconnu, que l'on appellera le parameétre de dispersion. Un
tel modéle est appelé modeéle quasi-binomial. On peut montrer (Collett (1991)) que

I’espérance et la variance de la variable de réponse Y; s’écrivent alors :
E(y:) = nipi (4.23)

Var(y;) = nipi(1 — pi)[1 + (n; — 1) (4.24)

Le paramétre de dispersion ¢ peut étre estimé par (McCullagh et Nelder (1989a)) :

o1 (yi — nipi)?

Sa valeur peut également s’exprimer en fonction de la statistique X 2 de Pearson (a
'aide de I'équation 4.15) :

X2
N-K

¢ = (4.26)

4.1.1.4 Tester les hypothéses sous le modéle de régression logistique

Avant d’introduire les tests effectués dans le cadre de la régression logistique nous
faisons un rappel des notions principales employées dans le cadre des tests statistiques.
Définition d’un test Sur la base d’un échantillon, on observe N réalisations d’une va-
riable X qui suit une loi Py, 0 € O, et pour O, ©; C © on veut déterminer parmi deux
hypothéses Hy : 6 € O (hypothése nulle) et H; : 0 € ©; (hypothése alternative) celle
qui est vraie. On va alors tester Hy contre H; et décider de rejeter ou non Hy, le rejet
de 'Hy impliquant 'acceptation de H;. Le test est fondé sur une fonction des valeurs de
la variable X observées dans I’échantillon, appelée la statistique de test.

Les tests statistiques présentés ci-aprés s’appuient sur la méthodologie des tests des
modeéles emboités, a savoir dans le cas ©y C O;.

Degré de signification d’un test Lorsque nous voulons tester I'hypothése Hy contre
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p — valeur Ho

P>0.1 Hy pas rejetée
0.05 < P<0.1 légére preuve contre Hy
0.01 < P <0.05 | une évidence modérée contre H,
0.001 < P <0.01 forte preuve contre H,
P <0.001 Hy rejetée

TAB. 4.2 — Les différentes p-valeurs et leur implication sur I'acceptation ou rejet de

I’hypothése Hj. Les valeurs indiquées dans ce tableau correspondent a des probabilités
de 10%, 5%, 1%, 0.1% de rejeter Hy a tort.

I’hypotheése H; au regard des données il n’est pas possible de démontrer que I'hypothése
H 1 est vraie et que Hj est fausse. La méthode de test consiste & supposer que 'hypothése
Hy est vraie, et a s’intéresser a la distribution de la statistique de test pertinente pour
les données analysées, sous 1’hypothése H,.

Du point de vue pratique, les résultats des tests sont exprimés en p-valeur qui est
la probabilité d’observer une valeur de la statistique plus exceptionnelle que la valeur
observée sur l’echantillon de test, sous Hy. Plus la p-valeur est petite, plus la preuve
contre I'hypothése Hy est forte et le test significatif (I'interprétation habituelle des
différentes p-valeurs est indiquée dans le tableau 4.2).

Dans le cadre de ce travail nous aurons besoin des tests statistiques pour décider de

deux questions :
1. Le modéle que I'on ajuste est-il en adéquation avec les données ?

2. Existe-t-il une différence entre les paramétres estimés ? Dans le cas des variables
explicatives nominales, cette question se traduit en question d’effet de groupe,
a savoir si les différents groupes associés aux différentes modalités des variables

explicatives sont caractérisés par des lois différentes (équation 4.9).

Les tests statistiques permettant de décider de ces questions dans le cadre des mo-
déles linéaires généralisés sont présentés ci-apres.

Test d’ajustement du modéle

Le test d’adéquation est effectué afin de décider si le modéle ajusté est conforme aux
données. Il revient & comparer le modéle ajusté au modéle saturé (Maccario (1998)), qui

comporte un parameétre pour chaque observation (donc N paramétres). Le nombre de
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degrés de liberté pour le test est égal a la différence de nombre de degrés de liberté (ddl)
chacun des modeéles, c’est a dire N — K — 1, o N est le nombre d’observations et K le
nombre de variables explicatives. Le résultat classique sur les propriétés asymptotiques
de test de maximum de vraisemblance pour les modéles emboités (McCullagh et Nelder
(1989c¢)) indique que 2 fois la différence de leurs log-vraisemblances suit asymptotique-
ment la loi du x? & N — K — 1 degrés de liberté. Du fait que Dev = —210g(LL—AS4), nous
avons :

Dev ~ X% g1 (4.27)

Par conséquent, pour tester ’adéquation, on utilise la p-valeur calculée sur la déviance

observée Devgy, :
P = P(X%N—K—l)ddl < Devgps) (4.28)
Pour un x? & N — K — 1 degrés de liberté nous avons :
E(Dev) =N - K —1 (4.29)
Cette derniére expression donne la régle ad hoc pour évaluer I’adéquation du modéle
Dev~ N —-—K -1 (4.30)

Test de l’effet de groupe
Dans le cadre des modéles linéaires généralisés il est possible de tester différentes
caractéristiques des paramétres estimés. Ainsi nous pouvons tester si deux paramétres

estimeés sont égaux entre eux (Ho : B = (), si un des paramétres est nul (Hg : G = 0)

ou si tous les paramétres sont égaux (Hy : §1 = B2 = ... = g = 0). Dans ce dernier
cas :
Ho : ﬁlzﬁgz...:ﬁK:O (431)
Hy : il existe au moins un ; non nul (4.32)

Dans le cas des variables explicatives nominales, on appelle ce test le test de [’effet de
groupe. Il permet de conclure s’il existe au moins une modalité de la variable explicative
pour laquelle le paramétre p; associé est différent du paramétre correspondant a la
modalité de référence.

Ces tests sont effectués a l'aide de tests des modeéles emboités (McCullagh et Nelder

(1989¢)). En particulier, afin d’effectuer le test de leffet de groupe, nous pouvons voir
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le modéle M, a paramétres égaux, 3; = s = ... = Ox = 0 comme le cas spécial du
modeéle général M a K paramétres [y, ..., 0. Dans ce cas, comme les paramétres (3
sont, estimés par maximum de vraisemblance, nous avons que la statistique de rapport
de vraisemblance suit un x? & ddly — ddl = K degrés de liberté, ou ddly et ddl sont le
nombre de degrés de liberté des modéles M, et M, respectivement, et L(M;) et L(M)
sont, respectivement les valeurs maximales des vraisemblances des modéles M, et M.

Nous avons donc que :

L(IMO) 2
—21 ~ 4.33
0g [( ] [) XK ( )

Notons que, dans le cas du test de I'effet de groupe, nous avons que ddly — ddl = K.
Lorsque nous cherchons plus particulierement & examiner la différence entre deux
paramétres spécifiques le test des modéles emboités peut & nouveau étre utilisé. Sans
perdre en généralité, nous pouvons prendre I'exemple d'une variable explicative nomi-
nale & 3 modalités et nous pouvons nous intéresser a savoir si (J; est égal & (J, mais

différent de (35. Nous définirons des nouvelles hypothéses :

Hy 2 51 = [, B3 quelconque (4.34)
H' : Br # Ba, P35 quelconque (4.35)

Le modéle M sera défini comme précédemment et un modéle M|, correspondant a I’hy-
pothése Hj,. La encore, la statistique de test de rapport de maximum de vraisemblance
de ces deux modéles suit asymptotiquement un y? a ddl — ddl}, = 1 degrés de liberté, ot

ddl et ddlj, sont le nombre de degrés de liberté des modéles M et Mg, respectivement. :

—2log LL((]\]\/{[(I])) ~ X} (4.36)

4.1.2 Application

4.1.2.1 Modélisation du G+C% génomique par le modéle de régression

logistique

Nous utilisons la régression logistique pour modéliser le G+C% génomique d’un
organisme, et pour mettre en évidence, sous ce modéle, la différence présumée entre le

G+C% des ARNnc et le G+C% du reste de génome.
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Les études évoquées précédemment (Klein et al. (2002), Schattner (2002)) considé-
raient le G+C% dans deux groupes : les ARNnc et le reste du génome. Néanmoins, une
pression évolutive forte agit sur les séquences codantes. De ce fait, nous pouvons suppo-
ser que leur composition a été influencée de facon particuliére et que celle-ci différe de
la composition du reste du génome. Le cadre GLM permettant une modélisation aisée
dans plus de deux groupes, nous considérons un troisiéme groupe correspondant aux
séquences codantes, disponibles a partir des annotations des génomes. On prendra soin
lors de 'application de vérifier que I'introduction du troisiéme groupe est pertinente.

Nous définissons donc trois groupes génomiques : I’ensemble des séquences d’ARNnc,
I’ensemble des séquences codantes et I’ensemble des séquences du reste du génome (cet
ensemble sera défini plus tard de facon précise). On notera ces groupes Gg, G et Ga,
respectivement.

Les problémes modélisés par une régression logistique se présentent sous la forme
d’une variable de réponse qui peut avoir deux valeurs : succeés et echec. Pour modéliser
le G+C% dans une séquence génomique, nous considérerons que, si un des nucléotides

G ou C est rencontré, il s’agit d’un succeés et si c’est un des nucléotides A ou T, qu’il

1 si G,C
y:

s’agit d'un echec :

0 siAT

Dans la modélisation que nous proposons, les séquences génomiques représenteront
les individus statistiques, au nombre de N. La variable réponse Y; prend la valeur du
nombre de G+C dans la i-iéme séquence et nous supposons que la variable Y; suit une
loi de binomiale de paramétre p;, c’est-a-dire, que la probabilité d’avoir un GG ou un C'
pour le nucléotide i est de p;. Nous voulons expliquer le (G + C')% par I"appartenance
a un groupe en introduisant une variable explicative nominale X correspondant a un
des trois groupes définis.

Transformé ainsi, nous pouvons reformuler le probléme comme étant I'analyse de la
relation entre la probabilité du succés dans une séquence et les variables explicatives
d’appartenance a chacun des trois groupes. Notons que, en modélisant ce probléme
par une régression logistique nous faisons 'hypothése d’indépendance des bases dans
les séquences ainsi que de ’égalité de la probabilité de G+C dans toute séquence au
sein du méme groupe. Ce sont des hypothéses fortes, mais la prise en compte de la

surdispersion permet de les relacher.
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Dans le codage disjonctif complet, pour représenter une variable nominale & 3
modalité nous avons besoin de 2 variables explicatives xi,zs qui prennent veleurs
(x1,22) = (0,0) si le nucléotide appartient a G, valeur (z1,x2) = (1,0) si il est dans le
groupe Gy et (x1,z5) = (0,1) si il est dans le groupe Gs.

Le modéle s’écrit alors comme :
Une fois les paramétres de la régression logistique estimés, nous avons, d’aprés I’équation

4.5 et si I'on utilise le codage disjonctif complet :

A exp (1)
GO Po 1 + eXp([/J) ( 38)
Gl ']51 — exp(ﬂ + Bl)
1+ exp(f + B1)
. exp(fi + 3
G2 Py = p(:u 52)

1+ exp(fi + ()
Le modéle posé ainsi, nous ’avons d’abord appliqué sur le génome de Staphylococcus

aureus N315. C’est un génome A-+T riche (G+C% génomique moyen 33%) déja étudié
dans le laboratoire (voir Boisset et al. (2007), par exemple). De ce fait, des indications
existent suggérant que la discrimination entre les ARNnc et le reste du génome sur
la base de G+C% est possible dans ce génome. Tout en produisant un résultat sur
le génome de S.aureus, cette étude permet de mettre au point la méthode afin de
I’appliquer ensuite au génome de notre organisme d’intérét, Ralstonia solanacearum.
Nous présentons dans la suite les résultats de ces deux analyses. Pour les effectuer,
nous avons utilisé la fonction glm() et différentes fonctionnalités associées de R (R

Development Core Team (2008)) pour I’ajustement et ’analyse du modéle logistique.

4.1.2.2 Application au génome de Staphylococcus aureus

Nous pouvons, a présent, estimer les paramétres du modéle sur les données du gé-
nome de Staphylococcus aureus N315. Comme expliqué précédemment, les données sont
partagées en trois groupes : ARN, COD et AUTRE. L’hypothése que nous cherchons a
confirmer ou infirmer est que la composition en GG+ C est différente dans chacun de ces
groupes. Cette composition sera reflétée par les paramétres qui seront estimés dans le
modeéle et un test sur 'effet de groupe permettra de trancher si la différence en G + C

observée dans les groupes est significative.
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Les données Les données présentes dans le groupe ARN proviennent d’une part de
NCBI (version de Février 2008) pour les ARNr, ARNt et tmRNA (79 ARNnc) et d’autre
part de Rfam (version 8.1), pour les autres ARNnc annotés (32 ARNnc). Notons que
cet ensemble ne contient pas, en raison d’absence de Rfam, ’ARN III, un ARNnc de
S.aureus (Boisset et al. (2007)).

Les séquences codantes sont extraites des fichiers d’annotation du NCBI et 'en-
semble AUTRE est constitué comme le complément, de I'union des ensembles ARN et

COD, dans leurs coordonnées absolues, par rapport au brin direct du génome.

Le résumé des caractéristiques de chacun de ces ensembles est donné dans le tableau
4.3. Le graphique 4.2 représente les distributions estimées de G+C% dans chacun des 3
groupes. Dans les groupes COD et AUTRE les distributions du G+C% se répartissent
symétriquement par rapport aux G-+C% moyens. Dans le groupe ARN, le G+C% pré-
sente une bimodalité que nous tenterons d’expliquer dans la suite. Notons encore que
dans le groupe AUTRE certaines séquences présentent un G-+C% proche ou égal a 0. Les
séquences & G+C% nul sont au nombre de 93 et elle sont toutes de longueur inférieure
a 20nt. Elles correspondent probablement aux régions intergéniques séparant les génes
organisés en opérons (les génes co-transcrits, espacés par les séquences intergéniques

courtes).

Classe  Nbr. Nbrnt. Long. moy. sd  G+C% moy. sd  G+C% moy. pondéré (*)

ARN 110 33022 300.2 651.97 0.509 0.097 0.494
COD 2588 2339644 904.3 762.66 0.333 0.033 0.336
AUTRE 2403 444688 185.05  205.50 0.265 0.081 0.272

Total 5101 2817354

TAB. 4.3 — Staphylococcus aureus : résumé des caractéristiques des groupes ARN, COD

Ng .
et AUTRE. (*) : la moyenne pondérée est calculée avec la formule Z}'V;Glyl, avec Ng le

i=1 T

nombre d’observations dans le groupe G.

Estimation

Le modéle de régression logistique M est ajusté sur les données décrites donnant les

parameétres estimés :

fi = —0.026, 3, = —0.651, 3 = —0.948 (4.39)
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Fi1G. 4.2 — Staphylococcus aureus : distribution estimée de G+C% dans les groupes
ARN, COD et AUTRE. Dans les groupes COD et AUTRE le G+C% se repartie symé-
triquement par rapport a leurs G+C% moyens. Dans le groupe ARN, le G+C% présente

une bimodalité qui sera expliquée dans la suite.

donnant des valeurs de G + C'% prédites pour chaque groupe :

La déviance du modéle est égale & 13671 pour 5098 degrés de liberté et conformément
a ceci (Dev > ddl) le test d’ajustement rejette ’hypothése Hy avec p — valeur < 1078,
signifiant que le modéle n’est pas adéquat. Nous avons donc du procéder a la recherche
des éventuels points atypiques.

Analyse des résidus

Nous analysons ici I’écart entre les valeurs observées et les valeurs prédites des points
isolés, ainsi que leur influence sur l'estimation du modéle, dans le cas des données de

S. aureus.

76



La figure 4.3 représente les distances de Cook des observations en fonction du numéro
de 'observation. Toutes les distances sont inférieures a 1 et par conséquent aucun point

n’est pas influent dans le modéle.
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F1G. 4.3 — Les distances de Cook de I’ensemble des observations, pour le modéle de

régression décrit dans ’équation 4.39.

Néanmoins, certains points se détachent du reste des données par leur influence. Ce
sont les points 47, 1420 et 4906 , figure 4.3 et tableau 4.4). L’observation 47 correspond &
la séquence d’un ARN riboswitch (appartenant a la famille des T-box). Les observations
1420 et 4906 appartiennent aux groupes COD et AUTRE, respectivement, et de fagon
intéressante contiennent toutes les deux des répétitions.

Afin de déterminer quelle est la part des résidus et quelle est la part du leverage
dans les distances de Cook observées nous tragons deux graphiques : un représentant la

distance de Cook en fonction des résidus de Pearson standardisés et ’autre en fonction
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Num. obs. G+C Longueur Pos. début Pos. fin  Brin  Groupe Description

47 0.35 301 1696617 1696918 - ARN T-box
1420 0.36 20138 1437931 1458069 - COD  GenelD :1124105, Rep 24
4906 036 3167 2559319 2562486 + AUTRE Rep 43

TAB. 4.4 — L’analyse des points influents de la figure 4.3. Rep 24 et Rep 43 correspon-
dents & des répétitions présentes dans la CRISPRdb (Grissa et al. (2007)), la base des
données des CRISPR.

du leverage (figure 4.4).
Pour les points les plus influents (les points 1, 2, 3, 4 et 5 de la figure 4.4) les

résidus de Pearson standardisés ont une valeur élevée tandis que leur leverage est bas.
Ces graphiques suggérent que dans le modéle ajusté, les points influents dépendent
essentiellement des résidus de Pearson standardisés. En conséquence, dans la suite nous
raisonnerons en termes des résidus de Pearson standardisés et de la distance de Cook,

sans tenir compte du leverage.

Jusque la nous avons raisonné en terme des points les plus influents globalement.
Cependant, nous pouvons également nous intéresser aux points influents dans chacun
des groupes. Leur identification peut aider & mieux connaitre la composition de chacun

des trois groupes.

Figure 4.5 présente la distance de Cook en fonction des résidus de Pearson stan-
dardisés. Méme si elle est globalement peu élevée, la distance de Cook varie selon les
groupes. Sauf quelques points influents déja identifiés (tableau 4.4), les valeurs de la
distance de Cook dans les groupes COD et AUTRE varient peu (valeur au-dessous de
0.02). En revanche, une fraction du groupe ARN présente une distance de Cook plus
élevée (encadré, groupe ARN, figure 4.5). Ces points s’écartent du modéle en raison
de leurs résidus plus élevés et pourraient étre a la cause de la formation de bimodalité
dans la distribution de G+C% dans le groupe ARN (figure 4.2). Ils ont donc été iso-
lés (tableau 4.5). Parmi les 18 points isolés, se détachant du reste des observations du
groupe ARN par leur composition en G+C% plus basse, 17 d’entre eux, que ¢a soit les
riboswitch ou les séquences “leader”, appartiennent aux familles d’ARNnc agissant en
tant que régulateur en cis se trouvant dans les région 5’ des génes adjacents (nous les
appelerons les 5’ cis-régulateurs). Parmi ces points se trouve notamment la totalité des
membres de la famille T-box de ’ensemble ARN.
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La distance de Cook en fonction
des residus de Pearson standardises
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FI1G. 4.4 — La distance de Cook en fonction des résidus de Pearson standardisés et du

leverage. Les numéros des points ont été introduits pour faire la correspondance entre

les deux graphiques et ne correspondent pas aux numéros d’observations.
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Num. obs. G+C Longueur Pos. début Pos. fin Brin Famille

47 0.32 301 1696617 1696918 - T-box riboswitch
50 0.31 209 1716121 1716330 - T-box riboswitch
35 0.31 213 1114012 1114225  + T-box riboswitch
51 0.31 202 1773882 1774084 - T-box riboswitch
40 0.32 186 1372336 1372522  + T-box riboswitch
49 0.31 175 1713742 1713917 - Lysine riboswitch
1 0.33 216 12487 12703 + T-box riboswitch
27 0.31 146 577527 577673 + L10 leader

45 0.33 197 1649276 1649455 - T-box

37 0.34 172 1171095 1171267  + T-box riboswitch
42 0.39 384 1483784 1484168 - RNase P

6 0.29 103 430797 430900 + Purine riboswitch
41 0.34 175 1399486 1399661  + Lysine riboswitch
99 0.36 216 2212090 2212306 - GImS

39 0.36 175 1372133 1372308  + T-box riboswitch
31 0.35 128 995898 996026 + yybP-ykoY

Y 0.39 200 407703 407903 - T-box riboswitch
44 0.38 97 1576866 1576963 - Glycine riboswitch

TAB. 4.5 — L’analyse des points du groupe ARN ayant la valeur de résidu de Pearson
standardisée inférieure a -2. Les points sont ordonnés par ordre croissant de valeur des

résidus de Pearson standardisés.

Ces derniers résultats nous ont suggéré que I’ensemble des élements 5’ cis-régulateurs
chez S. aureus pourrait avoir une composition particuliére. Et en effet, la totalité des
éléments 5’ cis-régulateurs, au nombre de 27, présente une composition plus basse en
G+C% que le reste du groupe ARN, et celle-ci semble étre rapprochée de la composition
de l’ensemble COD (figure 4.6, et tableau 4.6).

La présence des séquences 5’ cis-régulatrices dans I’ensemble ARN explique la bi-
modalité dans la distribution de G+C% dans ce groupe (figure 4.2). En effet, ces points
retirés de 'ensemble ARN, la bimodalité disparait (figure 4.7).

En dehors du nuage des points du groupe ARN présentant la distance de Cook

plus élevée, nous constatons (figure 4.5) que les résidus de Pearson sont contenus dans
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Sous-groupe ARN  Moyenne G+C% Min. Max  sd
5’ cis-régulateurs 0.382 0.309 0.479 0.053
Reste 0.550 0.298 0.645 0.067

TAB. 4.6 — S. aureus : le résumé de la composition en G+C% dans les sous-groupes des
éléments 5’ cis-régulateurs et le reste du groupe ARN. Le groupe des 5’ cis-régulateurs

contient 27 observations et le reste du groupeARN en contient 83.

'intervalle de confiance (—1.96,1.96) uniquement pour le groupe ARN, pour les deux
autres groupes cet intervalle étant plus étendu allant d’environ —5 a 5. Ceci suggére
que, dans les groupes COD et AUTRE, la variabilité des données est sous-estimée et
explique la non-adéquation du modéle binomial. Afin de prendre en compte la variabilité

non-binomiale des données nous devons procédér a la modélisation de la surdispersion.

Modélisation de la surdispersion La valeur estimée du coefficient de dispersion gzg
est 2.654619. La prise en compte de la surdispersion dans le modéle ne change pas des

valeurs prédites des coefficients de régression et des G+C% prédits. Ils restent donc

0.65
1

0.60

0.55
1

G+C%

0.45
1

0.40
1

0.35

0.30
1
o

T T
5’ cis-régulateurs Reste

FIG. 4.6 — S. aureus : les boxplot des distribution de G+C% au sein du groupe ARN,
d’une part dans le sous-groupe des 5’ cis-régulateurs et d’autre part dans le reste du

groupe. Les 5’ cis-régulateurs sont au nombre de 27 et les autres éléments du groupe
ARN sont au nombre de 83.
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Fi1G. 4.7 — Staphylococcus aureus : distribution estimée de G+C% dans les groupes
ARN, COD et AUTRE.

identiques aux valeurs prédites dans I’équation 4.39.

Le modéle s’ajuste bien aux données par construction de la prise en compte de la
surdispersion. La variance prédite par le modéle change et ceci est reflété dans le test
de Deffet de groupe qui est trés significatif (p-valeur< 1078). Ceci permet de conclure

qu’au moins un des groupes a un G+C% significativement différent des deux autres.

Nous nous intéressons plus particuliérement au groupe ARN. Pour cette raison nous
devons nous assurer que son G-+C% est différent de chacun des deux autres, ce qui est
fait a l'aide du test d’égalité de deux paramétres (cf. équation 4.36). Le test est trés
significatif (p-valeur< 107%), ce qui permet de conclure que le G+C% du groupe ARN

est significativement différent des deux autres, sous le modéle logistique.
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4.1.2.3 Application au génome de Ralstonia solanacearum

Nous appliquons & présent la régression logistique sur les données du chromosome
de Ralstonia solanacearum. Seule séquence du chromosome a été utilisée, étant don-
née que la majorité des ARNnc connus de R. solanacearum se trouvent sur ce réplicon
(voir tableau 1.2). Le plasmide ayant la composion similaire a celles du chromosome,
les résultats obtenus pourront étre extrapolés sur ce deuxiéme replicon. Les ensembles
ARN, COD et AUTRE ont été générés de la méme facon que les ensembles de sé-
quences correspondants de S. aureus (décrits dans la section précédente). Le résumé
des caractéristiques de chacun des groupes est donné dans le tableau 4.7. Les G+C%
moyens par séquence (moyenne pondérée) sont différents entre les différents groupes,
mais cette différence est moins importante que dans le cas de S. aureus. De plus, elle

est pratiquement estompée dans le cas de la moyenne globale en G+C%.

Classe  Nbr. Nbrnt. Long. moy. sd  G+C%moy. sd  G+C% moy. ponédérée (*)

ARN 69 18482 26785  618.39 0.605 0.044 0.559
COD 3440 3257032  946.81 739.42 0.672 0.045 0.677
AUTRE 3062 445399 14546  201.56 0.609 0.102 0.619

Total 6571 3720913

TAB. 4.7 — Ralstonia solanacearum : résumé des caractéristiques des groupes ARN,

N,
COD et AUTRE. (*) : la moyenne pondérée est calculée avec la formule Z}'V;Zly", avec

i=1"

N¢ le nombre d’observations dans le groupe G.

La figure 4.8 représente les distributions estimées de G+C% dans chacun des 3
groupes. Les distributions dans les groupes ARN et COD semblent réguliéres et sépa-
rées entre elles. En revanche, la distribution dans I’ensemble AUTRE est étendue et
recouvre une partie de la distribution des ARN, suggérant qu’une discrimination des
séquences d’ARN des autres éléments du génome sur la seule base de G+C% n’est pas
envisageable. Cette conclusion sera confirmée dans la suite par les tests effectués dans
le cadre du modéle logistique.

Modéle estimé

Le modéle de régression logistique a été estimé sur les données de R.solanacearum

donnant les valeurs des coefficients de régression :
f=0.231, 31 = 0.509, 3> = 0.249 (4.41)
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FI1G. 4.8 — Ralstonia solanacearum : distribution estimée de G+C% dans les groupes
ARN, COD et AUTRE

avec les valeurs de G + C% par groupe prédites :
parn = 0.557, pcop = 0.677, pavrre = 0.618 (4.42)

A Tl'instar des données de S.aureus, les données de R. solanacearum sont surdispersées
avec un facteur de dispersion estimé (;AS = 5.04.

Analyse des résidus et de la surdispersion

Six points influents ont été identifiés, correspondant tous aux ARNr (figure non
présentée). Ces observations présentent une composition en G+C plus basse que le reste
du groupe, leur moyenne en G+C% étant autour de 0.53. Leur séquences sont longues
de plusieurs milliers de nucléotides et influent grandement ’estimation des parameétres.

Afin d’ajuster le modéle & la majorité des ARNnc présents dans le groupe ARN,
nous avons retiré les points correspondant aux ARNr de I’étude. [.’ensemble de données
ainsi modifié présente toujours la surdispersion dans le modéle ajusté et ce modéle

prédit les valeurs de G+C% par groupe suivants :
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pary = 0.612, peop = 0.677, pavrre = 0.618 (4.43)

La comparaison de ces valeurs estimées avec les valeurs des paramétres estimés sur
les données de départ (équation 4.42) montrent que la composition des séquences des
ARNr qui ont été retirés influencent fortement I’estimation du G+C% dans le groupe
ARN. Etant donné les valeurs rapprochées de pary = 0.612 et payrre = 0.618 nous
pouvons difficilement envisager une modélisation du G+C% de R. solanacearum par
les trois groupes proposés. Ceci est confirmé par les résultats de test d’égalité de deux
paramétres (équation 4.36) qui n’est pas significatif, lorsque nous tenons compte de la
surdispersion.

Ces résultats montrent que, dans le cas de R. solanacearum, le G+C% seul ne peut
pas étre utilisé comme critére pour discriminer les trois groupes proposés.

Notons encore que les ARNnc correspondant aux 5’ cis-régulateurs présentent un
G+C% plus élevé que le reste du groupe ARN (figure 4.9 et tableau 4.8) et leur com-
position ne semble pas étre proche de la composition de ’ensemble COD, comme dans

le cas de S. aureus.
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FI1G. 4.9 — R. solanacearum : les boxplot des distribution de G+C% au sein du groupe
ARN, d’une part dans le sous-groupe des 5’ cis-régulateurs et d’autre part dans le reste
du groupe. Les 5’ cis-régulateurs sont au nombre de 6 et les autres éléments du groupe
ARN sont au nombre de 63.
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Sous-groupe ARN  Moyenne G+C% Min. Max  sd
5’ cis-régulateurs 0.666 0.632 0.693 0.027
Reste 0.599 0.531 0.690 0.041

TAB. 4.8 — R. solanacearum : le résumé de la composition en G+C% dans les sous-

groupes des éléments 5’ cis-régulateurs et le reste du groupe ARN.

4.1.3 Discussion

Lorsque nous nous intéressons a la composition des génomes il est nécessaire de dis-
poser des outils statistiques permettant de tirer les conclusions sur 1’égalité ou les dif-
férences en composition des différents groupes génomiques. Méme si cette tache semble
fondamentale dans le contexte d’étude de la composition des génomes, une démarche
canonique n’existe pas et elle fait particulierement défaut dans la plupart des travaux
consacrés a 1'étude de la composition des ARNnc ( chapitre 3).

Nous venons de présenter et de proposer I'utilisation du cadre théorique des mo-
déles linéaires généralisés pour étudier la composition en G+C dans différents groupes
génomiques, et en particulier le groupe ARN. Ce cadre générique offre, d’une part, la
possibilité de tester de facon aisée différentes hypothéses d’égalité entre les paramétres
et d’autre part des outils exploratoires permettant d’isoler des éléments atypiques et

potentiellement intéressants.

Staphylococcus aureus Les résultats de I'utilisation du modéle linéaire généralisé
pour modéliser la composition en G+C suggérent que ce paramétre peut étre utilisé
pour discriminer les ARNnc dans le génome de S.aureus, les tests 'affirmant étant trés
significatifs.

Ce résultat a été exploité dans un travail sur I'utilisation de biais de composition et
les modéles de Markov cachés dans la recherche des ARNnc chez S. aureus.

Ce travail souléve la question intrigante du rapport entre la composition en G+C et
les séquences répétées, dans le génome de S. aureus. En effet, des séquences s’écartant
de la distribution prédite par le modéle et qui ne sont pas des ARNnc contiennent
des séquences répétées. Toutes ces séquences présentent un G+C% plus élevé que le
pourcentage prédit par le modéle.

Notons encore que les résultats que nous avons présentés se sont basés sur les données
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ne contenant pas 'ARN III, ARN de S. aureus, 515nt de long, ayant une composition
basse en G+C. Une étude, prenant en compte PARN IIT a été effectuée (résultats non-
présentés), et cette observation se présente comme un point influent dans le modéle ,

mais sa prise en compte ne change pas les conclusions de I’étude.

Ralstonia solanacearum IL’application des GLM sur les données de R. solanacea-
rum n’a pas permis de conclure qu'une discrimination est possible entre les ARN et le
reste du génome sur la base de la composition. La modélisation de la composition en
G-+C ne semble pas étre suffisante. Par conséquent, nous étudierons dans la suite une
modélisation plus complexe, tout d’abord en modélisant la composition lettre par lettre
et ensuite en introduisant une dépendance des lettres successives.

Néanmoins, nous avons pu observer que, chez R. solanacearum, le groupe ARN
présente une composition en moyenne plus basse que les deux autres groupes et que les
ARN ribosomiques présentent un G+C% particuliérement bas, plus bas que le reste des
séquences du groupe ARN. Il est intéressant de noter que cette observation concernant le
génome G+CY% riche de R. solanacearum est a I’oppositions de la tendance des ARNnc
dans les organismes A-+T riches hyperthermophiles, oi les ARNnc se démarquent par

leur G+C% plus élevé.

Composition des éléments 5’ cis-régulateurs Dans les deux génomes analysés
la composition des éléments 5’ cis-régulateurs, comprenant les riboswitch, présente une
composition différente des autres ARNnc et se rapporoche de la composition des régions
codantes. Malgré leur structure secondaire riche les approchant des ARNnc, la compo-
sition de ces éléments dans les génomes analysés semble avoir évolué selon le schéma
des séquences codantes en amont desquelles elles se trouvent. Une étude plus vaste dans
I’ensemble des éléments 5’ cis-régulateurs annotés dans les génomes pourrait permettre

de conclure s’il s’agit d’une caractéristique universelle de ces éléments.

Surdispersion des données Dans le cas de la modélisation de G+C% dans le gé-
nome de S. aureus tout comme celle de R. solanacearum, a l'aide de la régression
logistique, nous avons pu identifier une surdispersion des données par rapport au mo-
dele. I1 est possible que la source de cette surdispersion est liée a la corrélation entre les

réponses binaires (voir les sources possibles de la surdispersion dans la section 4.1.1.3).
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Dans le cas d’une corrélation positive entre les observations nous aurons que la sur-
venue d’un nucléotide X entraine la survenue plus probable d’un nucléotide Y et elle
entrainerait une plus grande variabilité des réponses binaires que celle prédite par le
modéle. En effet, on peut imaginer des différens liens existants entre les nucléotides
d’une séquence faisant que leur survenue n’est pas indépendante. C’est pourquoi, dans
la suite, nous tenterons d’améliorer leur modélisation en tenant compte de la succession

des nucléotides.

4.2 Enrichissement du modéle : de G+C% au modéle
Markov

Jusqu’ici, nous avons utilisé le G+C% pour discriminer les différents groupes géno-
miques. L’utilisation de ce critére implique plusieurs hypothéses sur la composition des
séquences, que 1’on se propose ici de mettre a I’épreuve des données. D’abord, 1'utilisa-
tion du G+C% fait I’abstraction des éventuelles différences entre la composition en G et
en C et entre la composition de A et de T. Or lorsqu’une telle différence existe, il peut
étre intéressant de l'exploiter pour plus finement caractériser les séquences étudiées.

Dans la suite, nous vérifierons cette interchangeabilité du G et C (A et T).

Ensuite, résumer la composition de la séquence au seul G-+C% laisse supposer que les
nucléotides successifs sont indépendants. On vérifiera si cette hypothése est vérifiée sur
les données en comparant ce modéle & nucléotides indépendants & un modéle markovien

permettant de modéliser la succession des nucléotides le long de la séquence.

Notons que le modéle de régression logistique n’a pas pu étre utilisé pour modéliser
ce probléme car, dans le cas de la prise en compte de chacun des nucléotides ou de la
dépendance entre les nucléotides, la séquence ne peut plus étre modélisée sous la forme
d’une réponse binaire. A la différence des tests effectués dans le cadre de la régression
logistique, les tests que nous emploierons ici supposent une distribution homogéne au
sein de chacun des groupes. Ils ne tiennent pas compte non plus du nombre et de la

longueur des séquences au sein de chacun des groupes.

Dans la suite nous présentons ces différentes analyses sur le chromosome de R. so-

lanacearum.
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4.2.1 Evaluation de la pertinence de 'usage du G+C%
4.2.1.1 Utilisation du G+C% ou de la composition en nucléotides

Nous proposons ici de vérifier si 'utilisation de la distribution de chaque nucléotide

est plus pertinente que l'utilisation du G+C%.
On note PS"i € {A,C,G,T},Gr € {ARN,CODANT, AUTRE} la probabilité

(2
d’observer le nucléotide ¢ dans le groupe Gr. Savoir si une perte de I'information a lieu
en considérant le G-+C% plutot que la distribution de chaque nucléotide revient a tester

les hypothéses suivantes :

HO : Py=Pret Po=Pg (4.44)
contre (4.45)
H1 PA%PT ou PC7£PG (446)

Remarquons que cela permet aussi de tester ’adéquation de la composition de la
séquence a la deuxiéme loi de Chargaff (Chargaff (1951); Rudner et al. (1968); Forsdyke
et Mortimer (2000)).

Pour faire ce test, on utilisera a nouveau la théorie des tests des modéles emboités
(voir section 4.1.1.4). On note My le modéle associé a I’hypothése Hy, et M; le modéle
associé a I’hypothése alternative Hy : M, est bien un sous-modéle de M. La statistique

de test sera celle du log-rapport de vraisemblance :
T = —2(10g LO — 10g Ll)

ou Ly est la vraisemblance maximale sous I'’hypothése nulle Hy, et L; est la vraisem-
blance maximale sous I’hypothése alternative. e nombre de degrés de liberté du modele
M, vaut 3 (car la somme des P; est nulle), et le nombre de degrés de liberté du modéle
My vaut 1. Sous Hy, T suit asymptotiquement une loi de x? dont le nombre de degrés
de liberté vaut 3-1=2.

Les calculs permettant d’établir les maxima de vraisemblance de chacun de ces
modéles sont présentés dans I’annexe B. Soulignons le facteur 1/2 dans les estimateurs

du maximum de vraisemblance des parameétres du modéle M, obtenus : Py = Pr =

Na+Nr D _ D _ Ncg+Ng
—oN et PC = PG = N
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Py P FPg 1/3; p-value

CODANT M; .161 .337 .340 .162
M, .162 .338 .338 .162 < 10710

AUTRE M, .189 .306 .308 .197
M, .193 .307 .307 .193 < 107'°

ARN M, 214 284 275 .227
M, .220 .280 .280 .220  .005

TAB. 4.9 — Comparaison des G+C% aux distributions de chacun des nucléotides dans

chacun des groupes chez R. solanacearum : test de Hy : Py = Pr et Po = Pg

Les vraisemblances maximales obtenues sont :

(4.47)

Ne + N, Nis+ N
logLy = (Nc+ Ne)log (u M)

9N )+(NA+NT)log( 5N

B Ny Ne¢ Ng Nr
logLy = Nyulog (W) + N¢log ( N ) + Nglog ( N ) + Nrlog ( N )(4.48)

Du fait du nombre important de nucléotides dans chacun des groupes, I’approxima-
tion asymptotique de la loi de T par une distribution x? peut étre effectuée.

Le test a été effectué sur les données de chaque groupe de séquences. Les résultats
sont présentés dans la table 4.9. H, est rejeté pour les groupes “ARN”, “CODANT” et
“AUTRE” (p-value respectives de 5.1073, et inférieure a 10710).

4.2.1.2 Discrimination des groupes a ’aide de la distribution en nucléotides

Nous voulons, & présent, vérifier si les distributions en nucléotides obtenues dans

chacun des groupes, différent significativement. Cela revient & tester les hypothéses

suivantes :
HO . PHRN = pFOPANT — pAUTRE hour tout U € {A,C, G, T} (4.49)
H1 : 1l existe au moins un groupe ou Py différent pour au moins un U (4.50)

La encore, les deux modéles associés a chacune de ces deux hypothéses sont emboités,
et nous utiliserons un test de rapport de vraisemblance.
Afin de s’intéresser plus particuliérement aux groupes ARN, nous avons également

testé si la distribution dans ce groupe différe significativement de la distribution dans
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Questions posées Statistique d.d.l. p-value

Au moins un des groupes différent 7960.7 6 < 10710
ARN différent de CODANT 1125.9 3 <107
ARN différent de AUTRE 228.2 3 < 10710

TAB. 4.10 — Comparaison des distributions de composition en nucléotides dans les

différents groupes chez R. solanacearum

chacun des deux autres groupes. Tester si les distributions des nucléotides différent dans

les groupes ARN et CODANT revient a formuler les hypothéses suivantes :

HO . PN = pFOPANT o PAUTRE (yelconque, pour U € {A, C, G, T}(4.51)
H1' . PN £ pfOPANT o pAUTRE 1our au moins un U € {A, C, G, T} (4.52)

On adaptera facilement ces hypothéses pour le cas de la comparaison du groupe ARN
au groupe AUTRE. La encore, les modéles correspondant aux hypothéses H0' et H1'

sont emboités.

La table 4.10 présente les résultats pour chacun de ces tests. On constate que les
différences de composition en nucléotides des groupes ARN, CODANT et AUTRE sont

trés significatives.

4.2.2 Prise en compte de la dépendance entre nucléotides suc-

cessifs

Les résultats présentés jusqu’ici supposaient I'indépendance des nucléotides succes-
sifs dans la séquence. Dans cette section, on propose de vérifier si cette hypothése est
correcte sur la séquence de R. solanacearum ou s’il est préférable de considérer que la
présence d’un nucléotide donné dépend des nucléotides le précédant dans la séquence.
Pour cela, on considérera comme alternative a l'indépendance, une dépendance mar-
kovienne des nucléotides, c’est a dire que le nucléotide observé a la position ¢ de la

séquence dépend directement de celui observé a la position i — 1.

Ensuite, la discrimination des différents groupes sera étudiée a 1’aide de ce modéle

markovien.
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4.2.2.1 Présentation de la modélisation markovienne de la séquence

Tout d’abord, nous introduirons les notations, définitions et propriétés qui nous
serons utiles pour traiter le probléme de la modélisation markovienne des séquences.
Des détails complémentaires peuvent étre trouvés dans Durbin et al. (1998a) ou Robin
et al. (2003), par exemple.

La séquence est notée Xq,..., X, ou X; = A, C,G ou T, est le nucléotide observé a
la position 7. La modélisation markovienne suppose que X; ne dépend directement que

du nucléotide le précédant, X,;_;, c’est-a-dire que :
P(XZ|X17 ...,Xl',l) = P(Xz‘lel) (proprlété de Markov) (453)

Le modéle sera donc spécifié par la donnée des probabilités P(v|u),u € {A,C,G, T}, v €
{A,C,G,T}; ces probabilités sont désignées par le terme de probabilités de transition.
Afin de spécifier complétement le modéle, la distribution de la premiére lettre de la
séquence (“qui n’a pas de passé”) doit également étre indiquée; cette distribution sera
désignée par le terme de distribution initiale. Ici, nous avons défini la dépendence mar-
kovienne d’ordre 1. Lorsque X; dépend de k nucléotides le précédant, la propriété de
Markov s’écrit de fagon analogue et la chaine de Markov correspondante est dite alors
d’ordre k.

Sous certaines conditions, généralement vérifiées lors de la modélisation des sé-
quences d’ADN on peut calculer les probabilités d’observer une lettre donnée, indé-
pendamment de son contexte ; cette probabilité est dénommeée distribution stationnaire
et sera notée pu(u),u € {A,C,G, T} (pour les conditions de 'existence, voir par exemple
Robin et al. (2003)). Notons que y(.) ne constitue pas un parameétre supplémentaire du
modéle, car ¢’est une fonction déterministe des probabilités de transition. On dira que
la séquence est a 1’état stationnaire, si X; suit la distribution stationnaire.

Sous ce modéle de Markov, la vraisemblance d’une séquence donnée se calcule a
I’aide de propriétés élémentaires de probabilités.

P(Xy,....,X,) = P(X1)P(X2| X1)P(X5| Xy, X2)... P(X,| X1, ..., Xo1)

Or, P(X;| Xy, ..., X;-1) = P(X;|X;_1) donc,

P(Xy,....,X,) = P(X1)P(X2| X1)P(X5|X2)...P(X,| Xn1)

Le membre de droite de cette égalité ne fait intervenir que les probabilités de tran-

sition et la loi de X;. Si on suppose que la séquence est a ’état stationnaire, la vrai-
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semblance de cette séquence est donnée par :
P(X1, ..., X)) = p(X4) % 1T P(v|u)Ne (4.54)
we{A,C,G,T}we{A,C,G,T}
ou Ny, désigne le nombre d’occurence du dinucléotide “uv” dans la séquence.
Afin de compléter cette introduction sur la modélisation markovienne d’une sé-
quence, on précise que 'estimateur du maximum de vraisemblance de P(v|u) est donné
par :

Pl = X (4.55)

u

4.2.2.2 Utilisation d’un modéle d’indépendance ou d’une dépendance mar-

kovienne des nucléotides

On se propose ici d’étudier si les données de la séquence de R. solanacearum sont
compatibles avec I'hypothése d’indépendance des nucléotides successifs, dans chacun
des trois groupes génomiques définis. Pour cela, nous comparerons les ajustements a un
modéle ou les nucléotides sont indépendants (modéle noté My), & un modéle markovien
de succession des nucléotides (modéle noté M;).

On utilisera, ici encore, la théorie des tests des modéles emboités, étant donné que
le modéle M, est un cas particulier du modéle M;. Les hypothéses testées sont définies

comme suit :

HO : P(w|A)=P(w|C)=P|G)=P|T) pourv e (A,C,G,T) (4.56)
H1 : 1l existe au moins un couple (u,u’) tel que P(viu) # P(vju')  (4.57)

La statistique de test utilisée vaudra, comme précédemment, deux fois le log-rapport
de vraisemblance de ces deux modeéles, le nombre de degrés de liberté du test étant la
différence entre les nombres de degrés de liberté de chacun de ces modéles. Pour le
modéle My, le nombre de degrés de liberté vaut 3, et pour M, il vaut 4 x (4 —1) = 12.
Sous Hy, la statistique de test suit donc asymptotiquement une loi de x? a 9 degré de
liberté.

Les tests ont été effectués groupe par groupe, et les résultats obtenus sont présentés
dans la table 4.11.

On constate que 'hypothése d’indépendance des nucléotides est largement rejetée
pour les groupes CODANT et AUTRE, et est rejetée avec une p-value de 4=° pour le
groupe ARN.

94



Questions posées Statistique d.d.l. p-value

CODANT 154000.1 9 <1071
AUTRE 15793.3 9 <1071
ARN 36.0 9 475

TAB. 4.11 — Test de I’hypothése d’indépendance des nucléotides successifs dans la sé-

quence de R. solanacearum

4.2.2.3 Discrimination des groupes a ’aide de la distribution markovienne

des nucléotides

La section précédente a montré que les données de la séquence de R. solanacearum
sont plus compatibles avec un modéle prenant en compte une dépendance entre nu-
cléotides successifs qu’'un modéle supposant les différents nucléotides indépendant. A
présent, nous examinons si les différents groupes ARN, CODANT, AUTRE peuvent
étre discriminés sur la base d’'une modélisation markovienne des séquences.

La démarche utilisée ici sera tout a fait similaire a celle employée et présentée dans
la section 4.2.1.2. Le lecteur est invité a s’y référer pour avoir plus de détails.

Les hypothéses testés sont :

HO - PARN — PCODANT — PAUTRE (458)

H1 : Tl existe au moins un groupe ot P différent (4.59)

ot P¢ désigne I’ensemble des paramétres du modéle de markov du groupe G.

Afin de s’intéresser plus particuliérement au groupe ARN, nous avons également
testé si la distribution dans ce groupe différe significativement de la distribution dans
chacun des deux autres groupes. Tester si la distribution des nucléotides différe dans

les groupes ARN et CODANT revient & formuler les hypothéses suivantes :

H(O' : PABRN — pCODANT o pAUTEE qyelconque (4.60)

H1 . PARN o pCODANT o pAUTRE (yelconque (4.61)

On adaptera facilement ces hypothéses pour le cas de la comparaison du groupe ARN
au groupe AUTRE.
La table 4.12 présente les matrices d’émission estimées par maximum de vraisem-

blance (équation 4.55) dans chacun des trois groupes. La table 4.13 présente les résultats
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ARN CODANT AUTRE
A C G T A C G T A C G T
0.204 0.294 0.281 0.221 0.161 0.304 0.305 0.230 0.260 0.256 0.248 0.235
0.211 0.294 0.276 0.218 0.191 0.255 0.411 0.143 0.201 0.281 0.365 0.154
0.214 0.266 0.290 0.230 0.172 0.421 0.259 0.148 0.191 0.364 0.282 0.163
0.229 0.286 0.248 0.237 0.068 0.365 0.401 0.165 0.106 0.299 0.330 0.266

H Q Q »
H Q Q »
H Q Q »

TAB. 4.12 — Matrices d’émission estimée dans chacun des trois groupes : ARN, CO-
DANT, et AUTRE.

Questions posées Statistique d.d.l. p-value
Au moins un des groupes différent  17473.3 24 <1071
ARN différent de CODANT 1114.5 12 <107
ARN différent de AUTRE 2557.7 12 < 10710

TAB. 4.13 — Comparaison des distributions de composition en nucléotides dans les
différents groupes chez R. solanacearum en considérant I'existance d’une dépendance

markovienne entre les nucléotides successifs.

pour chacun de ces tests. On constate que les différences de composition en nucléotides
des groupes ARN, CODANT et AUTRE sont trés significatives lorsque la dépendance

markovienne des nucléotides le long de la séquence est prise en compte.

4.2.3 Discussion

L’analyse des données de R. solanacearum montre que 'utilisation du G+C% pour
décrire les séquences des trois groupes génomiques n’est pas équivalente a l'utilisation
de chaque nucléotide séparément, qui n’est, & son tour, pas équivalente a l'utilisation
des di-nucléotides (ou une dépendance d’ordre 1) pour décrire cette composition.

Sous I’hypothése d’une distribution homogeéne dans les groupes, nous montrons que
I'utilisation de la composition en nucléotides et en di-nucléotides permet de discriminer
les trois groupes génomiques. Or, nous avons vu (section 4.1.3) que ’hypothése d’ho-
mogénéité au sein des groupes n’est pas vérifiée dans le génome de R. solanacearum.
Néanmoins, la technique des GLM n’étant pas adaptée pour 'analyse de la composition
en nucléotides ou en di-nucléotides, nous n’avons pas effectué une analyse prenant en
compte la non-homogénéité dans les groupes. De ce fait, les conclusions de la présente

analyse restent partielles.
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Dans la section 5.3, nous les mettons a I’épreuve des données génomiques de R. so-
lanacearum en utilisant un modéle d’indépendance des nucléotides et un modéle de
dépendance markovienne d’ordre 1, via les modéles de Markov cachés, aprés avoir in-

troduit les notions de base sur ces modéles.
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Chapitre 5

Segmentation du génome sur la base

de la composition en nucléotides

Les résultats présentés dans le chapitre précédent (notamment, dans la section
4.1.2.3) suggérent que, lorsque la variabilité dn composition au sein des groupes est
prise en compte, la discrimination entre les ARNnc et le reste du génome, sur la seule
base de G+C%, parait impossible dans le génome de R. solanacearum. Nous avons donc
proposé une modélisation plus riche, en nucléotides ou en di-nucléotides.

Les résultats exposés dans la partie consacrée a la modélisation markovienne montrent
qu’une telle modélisation différe de la modélisation du G+C%.

Nous avons montré également que, sous I’hypothése d’homogénéité au sein du groupe,
une discrimination entre les groupes génomiques est possible. Méme si les groupes ne
sont pas homogeénes, les p-valeurs des tests obtenues, confortent la possibilité de discri-
mination entre les groupes.

Dans le chapitre précédent nous avons donc établi ’existence d’un biais de compo-
sition au sein des ARNnc de R. solanacearum, du moins lorsque la nous supposons que
la composition au sein des groupes est homogéne. Dans le présent chapitre nous pro-
posons de 'utiliser pour la détection des ARNnc. Dans ce contexte, le probléme de la
détection des ARNnc s’apparente au probléme de segmentation du génome sur la base
de I'existence d’un biais de composition. Pour cela, nous utiliserons la modélisation par
chaines de Markov cachées.

Dans la suite, nous présentons d’abord la notion de chaines de Markov cachées ainsi

que la modélisation des séquences génomiques par ces modéles. Une fois ces notions
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familiéres, nous introduisons plus formellement la définition des chaines de Markov ca-
chées. Nous présentons les algorithmes de reconstruction des chemins cachés, en portat
une attention particuliére a 1'algorithme de Viterbi. Une étude par simulations analy-
sera sa pertinence dans le cadre de la segmentation utilisant le biais de composition
dans les séquences nucléiques. Enfin, nous présenterons les résultats de segmentation

pour le génome de R. solanacearum.

5.1 Modéles de Markov cachés

Un modéle de Markov caché modélise deux processus emboités : un processus obser-
vable et un processus caché. Le processus caché est modélisé par une chaine de Markov
homogéne d’ordre 1 et ses réalisations sont appelées les états cachés.

Pour expliquer 'idée derriére les modeles de Markov cachés, Rabiner (1989) pro-
pose I’exemple d’un systéme de K urnes {Sj,Ss,..., Sk} contenant chacune un grand
nombre de balles de M différentes couleurs {Xi,..., Xj/}. On connait le nombre de
balles de chaque couleur dans chacune des urnes, b,(X) étant la proportion des balles
de couleur X dans 'urne s. Quelqu’un choisit une urne initiale au hasard et tire une
balle dans cette urne. Nous ne pouvons pas voir quelle urne a été choisie. La couleur de
la balle est ensuite enregistrée. L’urne suivante est choisie selon un processus aléatoire
et ce choix reste caché. Toute la procédure est ensuite répétée n fois, générant une
séquence de n balles observées.

Lorsque le choix des urnes est dicté par un modéle de Markov homogéne, le processus
décrit est 'exemple d’une chaine de Markov cachée. Les urnes représentent les états
cachés et la suite des couleurs des balles tirées représente le processus observé. Cet
exemple illustre deux aspects du processus stochastique des chaines de Markov cachées :
les états cachés et les observations (respectivement les urnes et les couleurs dans notre
exemple).

De fagon générale, un modéle de Markov caché est caractérisé par (Rabiner (1989)) :

1. L’ensemble d’états cachés du modéle. Dans les applications des modéles de Markov
cachés, les états cachés ont une signification liée aux objets du probléme étudié

(dans I’exemple précédent les états cachés correspondent aux urnes).

2. L’ensemble observable dit aussi alphabet (les couleurs, dans ’exemple précédent).
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3. L’ensemble de probabilités de passer d’un état caché a ’autre.L.e modéle suppose
une transition markovienne entre les états, c¢’est-a-dire que le choix du futur état

ne dépend directement que de I’état présent.

4. Les probabilités des observations dans les états cachés. Dans les exemples, ces
probabilités correspondent aux fréquences des balles de chacune des couleurs dans

chacune des urnes.

5. La distribution initiale sur les états. En effet, dans ’exemple des urnes, la premiére
urne est choisie selon un processus aléatoire (indépendant du passé qui n’existe

pas encore) et dans un modéle formel, ce processus doit étre défini.

Trois questions fondamentales doivent étre résolues pour 'utilisation pratique des
modéles de Markov cachés (Rabiner (1989)) :

1. Probléme 1 : Etant donné une séquence d’observations O et un modéle de Markov
caché A\, comment calculer la probabilité de la séquence observée sous le modéle
A, P(O|N).

2. Probléme 2 : Etant donné une séquence d’observations O et un modéle de Markov
caché )\, comment choisir la séquence d’états cachés optimale pour un critére
donné qui “explique” le mieux les données. Ce probléme est connu sous le nom de

reconstruction du chemin caché ou segmentation.

3. Probléme 3 : Pour une séquence d’observations O et un modéle A comment trouver

les paramétres de A qui maximisent P(O|\).

Les solutions classiques a ces questions seront décrites au fur et & mesure dans le texte.
Notons également que les modéles de Markov cachés sont souvent désignés par
le nom HMM de I'anglais Hidden Markov Model. Nous utiliserons cette appellation

abrégée dans la suite du texte.

Représentations graphiques des modéles de Markov cachés TLes HMM sont
communément représentés par les graphes de dépendances entre les états cachés. Nous
introduisons ici cette représentation, qui sera utilisée par la suite.

Graphe des états cachés

Le modéle des états cachés est un modéle de Markov homogéne d’ordre 1. Ce modéle
peut étre présenté sous la forme d’un graphe dont les sommets correspondent aux états

cachés et les arétes correspondent aux transitions entre les différents états.
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La figure 5.1 présente le graphe des états cachés d’'un modéle HMM & 3 états. Les

probabilités de transition d’un état & un autre sont données sur les arcs du graphe.

F1G. 5.1 — Graphe des états d’'un modéle de Markov a 3 états. Un arc allant du sommet
S; au sommet S; représente la possibilité d'une transition de I’état S; a I'état S et les

étiquettes ag,s; représentent les probabilités de transition correspondantes.

Graphe de la séquence d’états cachés

Le graphe des états cachés (fig. 5.1) n’explicite pas I'aspect “temporel” de la séquence
cachée. Cet aspect des HMM est représenté par le graphe de la séquence des états cachés
(fig. 5.2), visualisant les transitions possibles entre les états cachés le long de la séquence
observée.

Notons que le graphe des états cachés ou de la séquence des états cachés, définit ce
que l'on appelle la topologie du modéle. En effet, ces graphes n’explicitent pas les pro-
babilités d’émission associées aux différents états cachés, mais la nature des transitions
entre les différents états. Ainsi, ils ne suffisent pas a spécifier entiérement un modéle
HMM.

Séquence générée Un exemple de la séquence d’observations générée par un
HMM décrit dans la figure 5.1, dont les probabilités de transition et d’émission sont
spécifiées dans le graphique 5.3 (respectivement en A) et B)) sur un alphabet X =
{a, ¢, g,t} est représenté en (C) de la figure 5.3). Lorsqu’on parle des plages d'un état
caché d’une chaine de Markov cachée on se référe aux blocs successifs correspondant

chacun & un état différent.
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F1G. 5.2 — Le graphe de la séquence des états cachés d’un modéle de Markov caché a 3
états. A chaque position de 1 & N, la séquence observée peut se trouver dans I'un des
trois états cachés. Les transitions possibles entre les états de la position ¢ a la position

j sont représentées par les fléches.

A) bsi bs2 bs3 B) | bs1 bs? bs3
alolr o1 07 bsi| 02 01 07
C |0.05 00501 bs2(025 05502
g|005 08 0l bsil01 01 08
t {08 00501

C ) bsi bs2  bsl bs3 bs2 bs3

(ST ]HSEN[ ST ]SS (S s
titattigattg geggtitatitan aaaaatgacatcaagtgcggegglgcaagaaaa

positions 1234 .. ..n-1n

F1G. 5.3 — Exemple de séquence générée par un HMM. A) Probabilités d’émission B)

Probabilités de transition C) Suite des états cachés (non observés) et séquence générée.
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5.1.1 Modélisation des séquences génomiques par les modéles

de Markov cachés

Les modéles de Markov cachés et les modéles dérivés sont largement employés pour
modéliser les séquences génomiques. Parmi leurs applications les plus connues figurent
la détection de génes codant pour des protéines (Burge et Karlin (1997a)), la prédiction
de Dappartenance a une famille protéique (Bateman et al. (1999)), la détection de
promoteurs (Ohler et al. (2001)), la prédiction de la structure secondaire des protéines
(Krogh et al. (2001)), la détection d’ilots CpG (Durbin et al. (1998b)) ou encore la
recherche des membres des familles ARNnc (Durbin et al. (1998b)). Dans le domaine
de la prédiction des ARNnc, Klein et al. (2002) ont utilisé avec succés les HMM pour la
détection des ARNnc chez les archées A+T-riches hyperthermophiles et Tjaden (2007)
propose l'utilisation d'un HMM comme élément d’un modéle d’integration de données

hétérogénes (voir chapitre 3).

F1G. 5.4 — Un détecteur de génes HMM “simple” congu pour le génome d’E.coli (Krogh
et al. (1994), image reprise de http ://www2.lifl.fr/ touzet/DESSBI/Cours/genes.pdf).

Les probabilités de transition ne sont pas indiquées. Chaque codon se voit attribuer une

probabilité d’émission estimée.
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La figure 5.4 donne le graphe des états cachés du modéle utilisé par Krogh et al.
(1994) pour la détection de génes dans le génome d’E. coli. Plusieurs aspects de "utilisa-
tion des HMM dans la modélisation des séquences génomiques y sont illustrés. D’abord,
chaque état n’est pas relié a tous les autres, ce qui signifie qu’il y a des transitions in-
terdites. Par exemple, il n’est pas possible d’avoir le premier nucléotide du codon start
apreés le dernier nucléotide du codon stop; ces deux codons sont supposés étre séparés
par une région intergénique. Ensuite, certaines transitions sont “obligatoires” (de pro-
babilité 1) : par exemple, pour passer dans I’état “intergénique” on est obligé de passer

par I’état correspondant au codon stop.

5.1.2 Définition et notations

Dans cette section, la présentation s’appuit sur la thése de P. Nicolas (Nicolas
(2003)). Nous présentons ici la définition formelle d'un HMM dans le cas d’un nombre

fini d’états cachés.

5.1.2.1 Définition du processus caché

Comme dit précédemment un HMM modélise deux processus emboités le processus
caché et le processus observé.

Soit & un ensemble fini, |S| = K, appelé ’ensemble des états cachés. Le premier
processus, dit le processus caché S, ..., Sy, est un modéle de Markov homogéne d’ordre
1, dont les réalisations sont des membres de I’ensemble S. Nous noterons {a(u, v)}y ves
ses probabilités de transition et {ag(u)},ecs sa distribution initiale. Nous avons donc,

pour tout u,v € S :

a(u,v) = P(Sp41 =v|S, =u) (propriété d’indépendance conditionnelle des états cachés)
ap(u) = P(S;=u) (distribution initiale)

Rappelons que nous avons, pour tout u € S, Za(u,v) =1let Zao(u) =1.
vES u€esS

Ainsi, la probabilité d’apparition d'une suite (sY) particuliére est :
]P)(S]_ = S1,.. .,SN = SN) = ]P)(SN = SN|SN_1 = SN—l) . ]P)(SN_l = SN_1|SN_2 = SN_Q)
N P(SQ = 82|Sl = 81) . ]P)(Sl = 81)
= ap(s1) - H a(si, Si+1)

i=1,..,N—1
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Longueurs des plages d’états Nous pouvons a présent calculer la probabilité d’ap-

parition, dans le processus caché, d’'un méme état s, [ fois de suite.
P(Sit1=5,..., 81 = 8, Sipip1 # 8[Si = 5) = a(s,5)' - (1 — a(s, 5)) (5.1)

La probabilité d’observer une plage d’état s de longueur [ suit donc une loi géométrique
de paramétre 1 — a(s, s).
Si on note L, la variable aléatoire associée a la longueur de la plage d’état s, son

espérance vaut
1

E(L) = 1 —af(s,s)

(5.2)

Cette propriété permet d’interpréter les probabilités de transition en terme de longueurs

des plages générées.

Remarque Dans une séquence issue d’'un HMM | la longueur des plages de chacun
des états cachés du modéle suit une loi géométrique. Cette propriété inhérente aux HMM
a présenté un obstacle a ’application de HMM dans la modélisation des génomes, étant
donné que leurs longueurs ne suivent pas a loi géométrique.

Plusieurs modéles alternatifs ont été introduits afin de contourner cet écueil et ils
ont été intégrés a la plupart des détecteurs de génes du type HMM tel que Glimmer
ou Genscan par exemple (Burge et Karlin, 1997b; Salzberg et al., 1998; Delcher et al.,
1999)).

5.1.2.2 Définition du processus observé

Le deuxiéme processus, le processus observé, correspond a la séquence observée.
Soit X (avec |X| = M) l'alphabet du HMM. Le processus observé est défini comme
Xq,...,X,, ou X; est a valeurs dans I’ensemble X. Chaque observation, dite aussi
émission, de ce processus est associée a un état caché et dépend de cet état caché, qui
est qualifié d’état sous-jacent.

Les lois d’émissions conditionnellement & ’état caché sous-jacent peuvent étre fixées
librement en fonction des problémes et des données traitées. Il est également possible
d’introduire une dépendance directe entre les observations, c’est-a-dire de supposer que
la loi de chaque observation ne dépend pas seulement de I'état caché, mais également des

autres observations précédentes : il est courant, par exemple, de supposer également un
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modéle markovien de succession des observations, conditionnellement aux états cachés.
Ici, nous présenterons les cas de 'indépendance des observations conditionnellement a
I’état caché, et de dépendance markovienne d’ordre 1 entre les observations condition-

nellement a I’état caché. Nous utiliserons ces deux modéles par la suite.

Cas d’indépendance conditionnellement a 1’état caché La distribution de la
séquence X1, ..., X, observée est décrite conditionnellement au processus caché a ’aide

des lois d’émission {b,}ses :
bs(z) = P(X; = z|S; = s) (5.3)

onzx € X et st(x) =1.
zeX
On se référera a ce modéle comme au modeéle M1MO0, M1 faisant référence au modéle

de Markov d’ordre 1 correspondant au processus caché et M0 au modéle d’indépendance

des observations conditionnellement a ’état caché.

Cas de dépendance markovienne Une généralisation du modéle du processus ob-
servé décrit ci-dessus est de considérer que les observations exhibent une dépendance
markovienne conditionnellement au processus caché. Nous donnons ici la définition dans

le cas ou la dépendance markovienne est du méme ordre pour tous les états cachés.

Si la dépendance markovienne est d’ordre r alors les lois d’émissions conditionnel-

lement au processus caché, {bs}scs s’écrivent comme :

bs(w,z) = P(X;=2z|S=5X;1... X, =w),i>r (propriété de Markov conditionnelle
bos(w,z) = P(X; =25 =5X1... X, =w),1<i<r (distribution initiale)
bo(x) = P(X;=12) (distribution initiale)

Dans le cas de dépendance markovienne d’ordre r on parlera de modéle M1Mr.

La probabilité d’observer () = (21, ..., zy) conditionnellement au processus caché

(sV) = (s1,...,sy) s’écrit comme :
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T

P(XY =a)|S) =s)) = P(Xy =) [[PX; = 2] = 51, X5 ' = 2

i=2
N
T PG = S = s, X{Z = 2i0)
i=r+1
r N
= bo(z1) Hbosi(%---%'—l,%') H bs, (i, 2} _;)
i=2 i=r+1

Dans la suite, on notera une chaine de Markov cachée (S = sV, XN = 2V) de
longueur N et A\(S, X, 6) le modéle correspondant, ot S est ’ensemble des états cachés,

X est l'alphabet de la séquence observée et, § = (a, b) est ’ensemble des paramétres.

5.1.2.3 Vraisemblance d’une séquence sous le modéle de Markov caché

La vraisemblance des paramétres 6 sur le processus (S = s, X{¥ = z¥¥) pour un

modéle \ est

Py(S7 =51, X1 =a1) = Po(Si = s7)Pe(X)" =27 |S = s7)
r N-1
= <a0(51)bo($1) T bos. (i, xi)) : (H a(si, Si1) - bSi(fE§+1_r>$i+1)>
=2 =1

Une estimation de I'ensemble des paramétres 6 peut étre obtenue en maximisant

cette vraisemblance.

5.1.3 Estimation des paramétres

L’estimation des paramétres d’'un HMM & partir d'une chaine observée correspond
au troisiéme probléme posé par Rabiner (section 5.1, (Rabiner, 1989)). Nous présentons
ici la méthodologie exposée dans Durbin et al. (1998a).

On distingue deux cas selon que les états cachés sont connus ou non. En effet,
le probléme n’est pas le méme si 'on dispose uniquement de la séquence observée,
et que I'on cherche a estimer ’ensemble des paramétres du HMM qui a généré cette
séquence, ou bien si I'on dispose de la séquence observée et également de la séquence
des états cachés lui correspondant. Ce deuxiéme cas de figure se produit si I'on dispose
par exemple d’un ensemble d’apprentissage permettant de caractériser chacun des états

cachés et leur transitions.
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Le nombre de paramétres a estimer augmente avec la complexification du modéle.
Pour chaque état caché on doit estimer les probabilités d’émission correspondantes,
a savoir |X|"(|X| — 1) paramétres. Dans le cas général, ot toutes les transitions sont
autorisées, nous devons estimer |S|(|S| — 1) paramétres de transition. Ainsi, le nombre
total de paramétres a estimer en général est |S|(|S| — 1) + [S||X|"1(]X] — 1), sans
compter les paramétres initiaux.

Dans un souci de clarté de I'exposé, les résultats présentés dans la suite le seront
dans le cadre d’'un modéle M1M1. La généralisation au cas M1Mr ou M1MO se fera

facilement.

5.1.3.1 Estimation lorsque la séquence d’états cachés est connue

C’est le cas le plus simple et les résultats obtenus sont les plus intuitifs. En effet, si les
états cachés sont connus, on imagine facilement pouvoir caractériser les lois d’émissions
pour chaque état caché, ainsi que les probabilités de transition entre états cachés en
nous reposant sur la propriété markovienne de cette séquence.

En effet, ’estimateur de maximum de vraisemblance des parameétres d’une chaine de
Markov S repose sur les comptages des occurences du mot s;s5 (mot composé des états
cachés) pour deux états cachés s; et sy; ce comptage sera noté N7 . L’estimateur

de maximum de vraisemblance des probabilités de transition est alors donné, pour
(s1,s2) € 8%, par :

S
— 51,52

Ag1s2 =
S
nges Ns1782

De méme, 'estimateur de maximum de vraisemblance des probabilités d’émission
repose sur la théorie des chaines de Markov. On obtient, pour les observations (u,v) €
X? et les états cachés s € S :

— Ng(u,v)

b t) = S N 0)

ot N,(u,v) est le nombre d’occurences du mot uv dans les séquences observées dans

l'état caché s.

5.1.3.2 Estimation lorsque la séquence d’états cachés n’est pas connue

La maximisation de la vraisemblance lorsque les états cachés ne sont pas connus

est plus complexe, et il n’y a pas de forme analytique simple des estimateurs dans ce
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cas. La maximisation se fait au travers d’'une démarche itérative, faisant intervenir la
reconstruction des états cachés pour un jeu de paramétres donné, et I'estimation des
parameétres pour un ensemble d’états cachés donné.

L’algorithme le plus utilisé pour estimer les paramétres d’'un HMM dans ce cas, est
'algorithme “Expectation-Maximisation” (EM, Dempster et al. (1977)). Cet algorithme
se nomme également Baum-Welch dans le cadre des HMM. Il s’agit d’un algorithme
itératif, qui converge vers un maximum local de la vraisemblance. On se donne donc une
valeur initiale pour les paramétres \° et chaque nouvelle itération m conduit a produire
un nouveau jeu de paramétres X tel que Pym (X7 = 27) > Pym-1 (X7 = 27).

Une itération est constituée de deux étapes. La premiéere étape, dite étape “E”
consiste en un calcul d’espérance conditionnelle : Q(A|N™1) = Eym-1 (log Py (27, s7)|z7).
La deuxiéme étape, dite étape “M”, consiste a trouver la nouvelle valeur des paramétres
A™ qui maximise cette quantité.

Le détail des calculs dépasse le cadre de cette thése et peuvent étre trouvés, par

exemple, dans les ouvrages suivants : Nicolas (2003); Durbin et al. (1998b).

5.1.4 Segmentation des séquences : la reconstruction du chemin

caché

Les méthodes de reconstruction du chemin caché répondent au deuxiéme probléme
énoncé par Rabiner (1989), décrit dans la section 5.1, a savoir : étant donné une séquence
d’observations O = 0705 ...0x et un modeéle de Markov caché A\, comment choisir la
séquence des états cachés correspondante, optimale pour un certain critére, ou qui
“explique” le mieux les données ?

Dans une partie des problémes modélisés par les HMM, 'utilisation du modéle se fait
justement & travers la recherche du chemin caché “optimal” (par exemple, les problémes
de reconnaissance des formes ou de parole, voir Rabiner (1989)).

Pour cette raison, le probléme de reconstruction du chemin caché apparait comme
fondamental dans l'utilisation pratique des HMM.

Les algorithmes de segmentation s’emploient & trouver le chemin caché le plus pro-
bable, c¢’est-a-dire, maximisant la probabilité jointe du processus observé et du processus
caché (Durbin et al. (1998b)) :

sV = argmaxP(sY, z7) (5.4)
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On se place ici dans le cadre, généralement utilisé, ou les paramétres du modéle sont

Supposés connus.

La difficulté provient d’un nombre élevé de chemins possibles : dans le cas général de
I'autorisation de toutes les transitions, il existe |S|" chemins différents pour un modéle
a |S| états cachés et une séquence de taille N. Leur énumération exhaustive n’est donc

généralement pas calculable en temps raisonnable.

Les algorithmes de reconstruction du chemin caché contournent cet écueil en ti-
rant profit de la propriété de I'indépendance conditionnelle des états cachés (décrit
dans 5.1.2.1). Deux algorithmes, 'algorithme de Viterbi et 1'algorithme dit Forward-
Backward, sont les plus utilisés pour cette tache (Durbin et al. (1998b)). Le premier
adopte le point de vue de la maximisation globale de la suite d’états cachés reconstruite
en cherchant & maximiser la probabilité de la séquence entiére, tandis que le deuxiéme
suit un raisonnement plus local en maximisant la probabilité a chaque position sans

garantir I'optimalité globale du chemin reconstruit.

Nous présenterons d’abord 1’algorithme de Viterbi et I'algorithme Forward-Backward.
Ensuite, nous présenterons une étude des popriétés de l'algorithme de Viterbi et les
conditions de son utilisation, qui a été menée au cours de la thése. Pour simplifier les

notations et la lecture du document, on se place dans le cadre d’'un modéle M1MO.

5.1.4.1 Algorithme de Viterbi

L’algorithme de Viterbi est un algorithme de recherche du plus court chemin dans
un graphe sans cycle. Il reconstruit le chemin caché d’une séquence en recherchant le

chemin caché le plus probable :

sY = argmaxP(s), z) (5.5)
st

En exploitant les propriétés de 'indépendance conditionnelle des états cachés d’'une
part, et des observations d’autre part (sections 5.1.2.1 et 5.1.2.2), la relation suivante

peut étre établie entre la probabilité jointe du chemin caché et de la séquence observée
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a la position i et cette méme probabilité a la position ¢ — 1 :

P(‘Szlwrzl) = P(':Cilsh )P(thzl 1) (56)
- (SU@|317371 DP(slsi 2 HP(sy 2 (5.7)
= P(xy]s;, 7 T )IP’(SASZ 1) (521 ! xll 1)

= bsi(xljl xi)a(si_l,si)P(sﬁ 1 le 1)

1—7)

Si on définit P;(s) comme

Pi(s) = max P(S; = 5,577, 2t) (5.8)

51_163

alors, a I’aide de I’équation 5.6, nous pouvons déduire, entre P;(s) et P;_1(q),q,s € S,
la relation de récurence suivante :
P(s) = max (b,(«{=, z,)a(q. ) Pi(q)) (5.9)
siles

Afin de reconstruire le chemin caché, I’algorithme de Viterbi procéde en deux étapes :
la récurrence en avant et I’étape en arriére (schématisé sur la fig. 5.5).

Pour I’étape en avant, la valeur initiale P;, définie comme Pis = ag(s)bs(x1) pour
tout s € § est calculée. Ensuite, les positions de 1 & N sont parcourues en calculant
pour chaque position i et pour chaque état caché s la valeur de P;(s) a l’aide des P;_;
déja calculés. Un pointeur est gardé de I'état s a la position ¢ a I'état ¢ a la position
i — 1, on ¢ maximise P;(s) de la récurrence 5.9.

Pour l'étape en arriére, dite aussi de traceback, a partir de ’état s a la position
N, maximisant Py(s), le chemin jusqu’a la position 2 est reparcouru en arriére o §;_;
prend la valeur de I’état pointée par s;, calculée dans I'étape en avant.

Complexité A chaque position ¢ parcourue lors de I’étape en avant les valeurs de
Pi(s,q) sont calculés pour s,q € S. Dans I’étape en arriére la séquence est parcourue

une fois. Par conséquent la complexité est de 'ordre N - |S|? pour une séquence de taille
N.
5.1.4.2 Algorithme Forward-Backward

Une autre approche de la reconstruction du chemin caché d’une chaine de Markov
cachée est 'algorithme Forward-Backward. A la différence de I'algorithme de Viterbi,

qui calcule le chemin le plus probable globalement, 1’algorithme Forward-Backward
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F1G. 5.5 — Le principe de I’algorithme de Viterbi pour une chaine de Markov cachée a
5 états (représentés par les cercles). Les positions sont notées par t et les observations
par o;. Les P;(s) sont calculés a chaque position ¢ et sont représentées par les arétes
en gris clair (ce procédé corespond a la réccurence en avant). Le chemin reconstruit
(correspondant & I’étape en arriére) est 87 est 3 — 2 — 5 — 3 — 4 (les arétes entou-
rés en noir). Repris de http ://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/71/Hmm-
Viterbi-algorithm-med.png

attribue la valeur la plus probable de I'état caché a chaque position. Autrement dit,
I’algorithme Forward-Backward reconstruit le chemin caché S’{L =51...5, tel que pour
tout 1 <1< n:

N

S; = argmax P(S; = k|xT) (5.10)
kes

ou x est la séquence observée.

Le calcul de ces probabilités repose sur deux équations de récurrence, et 'algorithme
est constitué de deux étapes, classiquement désignés sous le nom d’étape “Forward” et
d’étape “Backward”. Le lecteur intéressé aux détails de ces algorithmes est invité a
consulter un des nombreux ouvrages a ce sujet (Durbin et al. (1998a), Robin et al.
(2003), Nicolas et al. (2004)).

Notons qu’'un procédé similaire permet de répondre a la premiére question énoncée
par Rabiner, & savoir calculer la probabilité d’une séquence observée sous un modéle

donné.
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5.2 Etude d’une propriété de la reconstruction par al-

gorithme de Viterbi

5.2.1 Introduction

L’algorithme de Viterbi est efficace et simple d’utilisation. Pour cette raison, il est
communément utilisé en bioinformatique pour les taches telles que la détection des
génes, la prédiction des promoteurs etc. (voir section 5.1.1). Toutefois, cet algorithme
présente I'inconvénient de ne pas apporter d’information sur la “fiabilité” de la recons-
truction. En effet, il garantit que le chemin le plus probable globalement est trouvé
mais il ne permet pas de savoir a quel point le chemin prédit est plus probable que les
autres chemins possibles. Ainsi, une mesure de pertinence du chemin reconstruit n’est

pas donnée et les réponses aux questions ci-dessous ne sont pas apportées :

1. A quel point le chemin caché reconstruit a partir d’une chaine de Markov cachée
représente-t-il le “vrai” chemin, c’est a dire le chemin qui a été emprunté par le

modéle pour générer la séquence observée ?

2. Le chemin caché reconstruit représente-t-il un chemin caché qui aurait pu étre
produit par le HMM utilisé ?

Dans un cadre théorique, les propriétés de la reconstruction des états cachés par
algorithme de Viterbi ont été étudiées par Merhav et Ephraim (1991); Kogan (1988) et
Caliebe et Roesler (2002). Un des résultats est que le chemin reconstruit jusqu’a une
position ¢t ne dépend pas de I'observation a la position n, lorsque n tend vers 'infini (avec
t < n). Néanmoins, ces résultats théoriques restent encore insuffisants pour permettre
des conclusions sur la pertinence de la prédiction du chemin caché dans le cadre d’une
application en bioinformatique.

Lors de I'utilisation des HMM pour modéliser les ARNnc de R. solanacearum, nous
avons utilisé ’algorithme de Viterbi pour reconstruire le chemin caché. Nous avons alors
pu observer une incohérence apparente entre le fait que la distribution des longueurs
des plages reconstruites d’un état d’une chaine de Markov cachée suit une loi géomé-
trique dépendant uniquement du paramétre de transition associé a cet état caché (voir
section 5.1.2.1) et nos résultat qui suggéraient que cette distribution était dépendante

des autres paramétres du modéle . N'ayant pas trouvé de référence bibliographique

1Je tiens & remercier Sophie Schbath d’avoir soulevé ce probléme lors du premier comité de thése.
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décrivant ce comportement de 1’algorithme de Viterbi nous avons effectué une étude
par simulation, afin d’évaluer la sensibilité de ’algorithme aux paramétres d’émission
conditionnellement aux états cachés.

Si la segmentation par l'algorithme de Viterbi n’est pas “pertinente” dans le cas
des séquences simulées, nous pouvons nous attendre a ce qu’elle le soit encore moins
dans le cas des séquences génomiques réelles. C’est pourquoi, dans I’étude réalisée, nous
avons utilisé les chaines de Markov cachées simulées. De plus, l'uilisation des séquences
simulées permet de controler librement les différents paramétres du modéle générant les
séquences et de connaitre la suite des états cachés (le “vrai” chemin). Ce dernier point
permet de confronter la reconstruction au “vrai” chemin.

Le protocole utilisé et les résultats de cette étude sont présentés dans la suite du
texte, dans le cas de 'algorithme de Viterbi et comme point de comparaison dans le

cas de 'algorithme Forward-Backward.

5.2.2 Protocole de I’étude

Nous nous placons dans le cadre du modéle M1MO a 2 états cachés s; et sq, et
nous étudions le comportment de l'algorithme de Viterbi en terme de la distribution
des longueurs des plages reconstruites (DLPR dans la suite du texte), dans le cas des
séquences simulées, générées par un HMM.

Nous avons simulé les séquences de longueur 100.000 & 900.000 (par pas de 200.000).
Nous voulons évaluer la sensibilité de 1’algorithme de Viterbi aux paramétres d’émission
conditionnellement aux états cachés (voir section précédente). C’est pourquoi les diffé-
rents HMM utilisés pour générer ces séquences différent entre eux par les probabilités
d’émission conditionnellement aux états cachés. Nous analyserons la reconstruction de
I'état so.

Les probabilités de transition sont les mémes pour tous les HMM utilisés, et ont
été choisies comme des valeurs typiques que nous avons utilisées dans la modélisation
des séquences génomiques dans le cadre de la détection des ARNnc. Les séquences
générées sont, caractérisées par des états “longs” et des transitions rares entre les états.
Les valeurs des probabilités de transitions sont données dans le tableau 5.1. Dans le cas
des transitions plus fréquentes, dans la reconstruction par algorithme de Viterbi, un des

états prennait le dessus et le résultat de la reconstruction consistait alors en une seule
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‘ S1 So
s1 1 0.985 0.015
sy | 0.99  0.01

TAB. 5.1 — Les probabilités de transition entre les états cachés (s; et s3), utilisés pour

simuler les séquences.

plage couvrant ’ensemble de la séquence.
La DLPR de I'état s, est géométrique de paramétre 1 — ag, 5, = 0.01 (équation 5.1)
et la longueur moyenne des plages est située autour de 100nt (d’aprés 1’équation 5.2).
Quant aux probabilités d’émission conditionnellement aux deux états cachés des
modéles utilisés, nous avons utilisé la combinaison de quatre lois différentes données
dans le tableau 5.2. La combinaison de ces lois d’émission permet de comparer la re-
construction dans le cas ou les deux lois d’émission sont assez proches (par exemple by

et by) ou assez éloignées (par exemple by et by).

A C G T
b | 0.1 0.4 0.4 0.1
b, | 0.2 0.3 0.3 0.2
bs | 0.3 0.2 0.2 0.3
by | 0.4 0.1 0.1 0.4

TAB. 5.2 — Les différentes lois d’émission conditionnelles aux états cachés utilisées pour

générer les séquences.

Notons que d’autres valeurs, ou un plus grand nombre de valeurs balayant I’espace
de lois d’émission, auraient, pu étre choisies. Cependant, les expérimentations a ’aide de
quatre lois d’émission choisies ayant suffi a décéler la tendance globale dans les résultats,
une étude plus exhaustive n’a pas été jugée nécessaire dans un premier temps.

Les chaines de Markov cachées ont été simulées a 1’aide du logiciel SHOW (Nicolas
et al. (2004)).

5.2.3 Reésultats

Nous avons d’abord évalué la sensibilité de la reconstruction par les algorithmes de

Viterbi et Forward-Backward a la longueur de la séquence générée, afin d’écarter une
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éventuelle influence de ce paramétre sur la reconstruction. Ensuite nous avons évalué
leur sensibilité aux différentes lois d’émission associées aux deux états cachés.

Nous présentons ces résultats dans la suite.

Influence de la longueur de la séquence Le graphique 5.6 présente les DLPR
obtenues par reconstruction des séquences simulées. Seulement les résultats obtenus
pour les lois d’émission b; = (0.1,0.4,0.4,0.1) et by = (0.4,0.1,0.1,0.4) sont présentés,
étant donné que des résultats similaires ont été obtenus pour les autres combinaisons
des lois d’émission. Le tableau 5.3 présente complémentairement les longueurs moyennes
des plages reconstruites.

Quatre constats peuvent étre faits & partir de ces résultats. Premiérement, la lon-
gueur moyenne des plages reconstruites différe systématiquement de la longueur atten-
due sous le modéle; la longueur attendue se situe aux environs de 100nt, alors que
les longueurs moyennes des plages reconstruites se situent aux environs de 125nt pour
I’algorithme de Viterbi, et de 115nt pour ’algorithme “Forward-Backward”. Deuxiéme-
ment, les DLPR ne sont que trés peu sensibles a la longueur de la séquence. Ceci est
en accord avec le résultat théorique obtenu par Caliebe et Roesler (2002) dans le cas
de Viterbi (voir section 5.2.1). Troisiémement, les deux derniéres remarques sont vraies
pour les plages reconstruites en utilisant ’algorithme de Viterbi tout autant qu’en uti-
lisant I'algorithme “Forward-Backward” et quatriémement, le biais est moins important

pour I'algorithme “Forward-Backward”.

longueurs des séquences simulées
100 000 300 000 500 000 700 000 900 000
Simulés 100.8 99.8 99.7 100.1 100.3
Viterbi 125.6 124.8 123.9 124.9 125.3
Forward-Backward 116.2 115.8 113.9 114.5 115.5

TAB. 5.3 — Longueurs moyennes des plages simulés et reconstuites de I’état s, obtenus
avec les lois d’émission b; = (0.1,0.4,0.4,0.1) et by = (0.4,0.1,0.1,0.4).

Influence des lois d’émission Les résultats du paragraphe précédent indiquent

que la reconstruction du chemin caché ne dépend pas de la longueur de la séquence
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générée. Par conséquent, ici nous fixerons la taille de la séquence a 900 000, afin d’ex-
clure la possibilité d’un comportement “non-asymptotique” da a la longueur trop courte
des séquences simulées et nous procédons par évaluation de I'influence des valeurs des
probabilités d’émission sur la reconstruction des états cachés par les algorithmes de
Viterbi et “Forward-Backward”.

Le graphique 5.7 présente les DLPR par l'algorithme de Viterbi et I'algorithme
“Forward-Backward” pour des lois d’émission conditionnellement a 1’état s; valant b;
et les lois d’émission de I’état sy valant tour a tour by, bs et by. Le tableau 5.4 compléte
ces résultats en donnant les valeurs des longueurs de plages moyennes obtenues pour
I’ensemble des simulations.

La figure 5.7a suggére que la DLPR dépend fortement des lois d’émission, pour
I’algorithme de Viterbi. Ceci est également le cas, dans une moindre mesure, pour
I’algorithme “Forward-Backward”, ce qui est visible sur la figure 5.7b.

Dans les graphiques et dans le tableau des longueurs moyennes, une tendance peut

étre observée : plus les deux lois d’émission conditionnellement aux états cachés sont
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FiGc. 5.6 — Les DLPR de I’état s,, obtenues avec les lois d’émission s; : b =
(0.1,0.4,0.4,0.1) et s5 : by = (0.4,0.1,0.1,0.4). Les différentes couleurs correspondent au
différentes longueurs des séquences simulés. Les points au-dessus de ’axe des abscisses
représentent les longueurs moyennes. a) Reconstruction par 1'algorithme de Viterbi b)

Reconstruction par I'algorithme “Forward-Backward”.
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différentes entre elles, plus la reconstruction est proche de la “vraie” distribution. Pour
les lois d’émission les plus proches, a savoir by et b, ou bs et by, la longueur moyenne des
plages reconstruites est 3.8 (pour by et b3) et 4.5 fois plus élevée (pour b et by) que la
valeur attendue sous le modéle. La méme tendance peut étre constatée pour toutes les
combinaisons des lois d’émission (tableau 5.4) pour la reconstruction par Viterbi ainsi
que pour la reconstruction par “Forward-Backward”, dans une moindre mesure. Notons
néanmoins que by et bs sont aussi proches I'une de 'autre que b3 et by le sont, mais
les DLPR et les valeurs moyennes associées ne sont pas égales (450.2 pour le premier
couple et 357.4 pour le deuxiéme couple). Ceci laisse présager que la “distance” entre
les lois d’émission ne suffit pas a elle seule pour expliquer la différence entre les DLPR

et la vraie distribution.

—— Dist. attendue —— Dist. attendue
— 02030302 — 02030302

0.30.2020.3 0.30.2020.3
— 04010104 — 04010104

0.008
1

0.008
1

0.006
1

0.006
1

densite
0.004
|
densite
0.004
|

0.002
1
0.002
1

0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700

0.000
0.000

longueurs de plage longueurs de plage

(a) (b)
F1G. 5.7 — Distributions des longueurs des plages simulées et reconstuites de 1’état ss,
obtenues avec les lois d’émission de I'état s; : by = (0.1,0.4,0.4,0.1), les lois d’émis-
sion de I'état sy valant respectivement b2 = (0.2,0.3,0.3,0.1), b3 = (0.3,0.2,0.2,0.1)
et b4 = (0.4,0.1,0.1,0.4). Les différentes couleurs correspondent aux différentes lois
de 1’état s5. Les points au-dessus de l'axe des abscisses représentent les longueurs
moyennes. a) Reconstruction par l'algorithme de Viterbi b) Reconstruction par 1’al-

gorithme “Forward-Backward”.

Des observations précédentes suggérent notamment que plus les lois d’émission

conditionnellement aux deux états cachés sont éloignées plus la DLPR s’approche de la

119



Viterbi “Forward-Backward”
52

by b b3 by by ba b3 by
S1
by — 393.1 1574 125.3 — 148.2 126.5 115.5
by 359.2 — 450.2 156.2 || 145.9 — 149.2 125.2
bs 156.6 455.5 — 3574 || 126.3 150.6 - 146.9
by 125.2 158.7 381.1 — || 115.1 125.7 147.2 -

TAB. 5.4 — Longueurs moyennes des longueurs des plages simulées et reconstuites de

I'état so.

distribution géometrique des longueurs des plages de la vraie distribution. La section
suivante explore cette relation a I'aide d’'un grand nombre de HMM aux lois d’émission

différentes et d’une distance entre ces lois.

5.2.3.1 L’influencge de la distance entre les lois d’émission sur la reconstruc-

tion du chemin caché par algorithme de Viterbi

Dans cette section nous examinons le lien entre la différence entre les lois d’émission
conditionnellement aux deux états du HMM et I’écart entre les DLPR & la vraie distri-
bution associée. Pour ce faire nous devons définir une distance entre les lois d’émission
ainsi qu’'une distance entre les distributions des longueurs de plages comparées.

Nous définissons d’abord les distances considérées pour ensuite présenter ’approche

utilisée afin d’examiner leur lien.

5.2.3.2 Distance en variation totale pour évaluer la différence entre les lois

d’émission

La distance en variation totale est une distance entre deux lois de probabilité et
dans le cadre des lois d’émission du modéle MIMO, aux états s; et so. Elle est définie

par :
dyr = %Z |s1(2) — s9()| (5.11)

zeA
Par exemple, les distances en variation totale entre les lois d’émission utilisées dans

les simulations précédentes varient de 0.2 & 0.6 ; elles sont données dans le tableau 5.5.
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b | -
by | 0.2 -
b; | 0.4 02 -

by | 0.6 0.4 0.2 -

TAB. 5.5 — Distances en variation totale entre les différentes lois d’émission des HMM

utilisés dans la section 5.2.2.

5.2.3.3 Ecart entre la vraie distribution et la distribution des plages re-

construites

Pour mesurer cet écart nous avons eu recours a une mesure définie a I'aide d’un
estimateur de paramétre du “temps passé” dans l’état considéré. En supposant que
la séquence reconstruite est une chaine de Markov cachée et que la DLPR est alors
géometrique, nous estimons d’abord le paramétre de cette loi qui donne la valeur du
paramétre de transition correspondant & I'état considéré (équation 5.1). Ensuite, les
distributions des plages, vraies et reconstruites, cette derniére supposée géometrique,
étant entierement définies par le parameétre de la loi géometrique associée, la différence
entre ces parameétres peut étre prise comme une mesure ad hoc de ’écart entre ces
distributions.

Nous introduisons, a présent, I’estimateur du paramétre de transition, a partir de
la DLPR.

La longueur des plages de I’état .S générées par un HMM suit une distribution géomé-
trique de paramétre 1 —ag g (équation 5.1). Nous proposons de construire un estimateur
de la probabilité de rester dans I’état S, noté ags g, a partir de cette observation.

Soit Xy,..., X, une suite de variables aléatoires suivant une loi géométrique de

paramétre p. Nous avons, alors
P(X;=wz)=p-(1-p)* " zeN (5.12)

La vraisemblance d’observer X; = z1,..., X,, = x,, sous le modéle s’écrit alors comme

une fonction du paramétre p :

Lp) = A=p™t-p...(L=p)™"-p
_ (1= p)Simen (5.13)

121



Chercher l'estimateur de maximum de vraisemblance revient a chercher ’estimateur de

log-vraisemblance et nous pouvons passer a I’echelle logarithmique :
log L(p) = nlogp + (Z x; —n) -log(l —p) (5.14)
i=1
Le maximum de la fonction de vraisemblance étant au zéro de la dérivée, nous avons

que pour p=1p:

1 u 1
logL(p)) =n--— r;—n)-—— =0 5.15
g L) =L = (3= (5.15)
et donc :
n
b= (5.16)
D i1 Ti

Nous obtenons donc que I'estimateur de vraisemblance du paramétre de la loi géomé-

trique est donné par ﬁ, ol 7575 est la moyenne des longueurs de toutes les plages

de I'état S. L’estimateur que nous retiendrons pour le paramétre de transition est alors
(d’aprés 1'équation 5.1) :
N 1
ass =1— = (5.17)
Xss

Cet estimateur sera utilisé pour mesurer ’écart entre la vraie distribution des plages,
dont le paramétre est connu, et la DLPR.
Dans la suite on se propose d’étudier cet écart en fonction de la distance en variation

totale entre les lois d’émission conditionnellement aux états cachés.

5.2.3.4 L’écart entre les paramétres de transition en fonction de la distance
entre les lois d’émission dans la reconstruction par algorithme de
Viterbi

Nous voulons maintenant étudier la différence entre le parameétre de transition a, s,
et le paramétre estimé par ’équation 5.17 & partir de la DLPR, en fonction des lois
d’émission conditionnellement aux états cachés. Pour ce faire, nous proposons l'expé-

rience suivante :

1. Nous simulons les séquences a 1’aide des HMM, modeéles M1MO a 2 états. Les
paramétres des lois d’émission sont tirés aléatoirement dans une loi uniforme et
renormalisés pour que leur somme soit égale & 1. On utilise les mémes paramétres

de transition que ceux utilisés précédemment : a,, 5, = 0.985, as,5, = 0.015, as,s, =

122



0.99, as,s, = 0.01. Les séquences de trois longueurs différentes seront simulées :
n = 1000, 10000 et 100000.

2. Pour chacune des séquences nous calculons la distance en variation totale entre

deux lois d’émission (définie comme 5.11).

3. Pour chacune des séquences nous calculons la différence entre la valeur du pa-
rametre de transition as,s, et ds,s,, la valeur du parameétre estimée a partir du

DLPR par algorithme de Vietrbi. (équation 5.17).

4. Nous tracons le graphique de différence des paramétres en fonction de la distance

entre les lois d’émission pour toutes les séquences simulées.

0.004 0.006 0.008 0.010
| | |

différence entre le paramétre de transition estimé et le vrai
0.002
!

0.000
|

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

distance en variation totale entre les lois d’émission

FI1G. 5.8 — Adéquation entre le paramétre de transition as,s, et celui estimé apreés re-
construction par 'algorithme de Viterbi a,s,, en fonction de la distance entre les lois
d’émissions. Les lois d’émission sont tirées dans une distribution uniforme renormalisée.
Les points noirs, rouges et verts représentent les valeurs pour les séquences simulées de
longueur 1000, 10.000 et 100.000, respectivement.

Les résultats sont présentés sur la figure 5.8. Ce graphique montre que plus la dis-

tance entre les lois d’émission conditionnellement aux états cachés est grande, plus
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I’écart entre les paramétres as,s, et ds,s, augmente, confirmant ainsi la tendance obser-
vée dans 5.2.3. Cette tendance semble étre particuliérement accentuée entre les valeurs
0 et environ 0.3 en distance en variation totale, indiquant que la DLPR est particulié-
rement éloignée de la vraie distribution lorsque la distance entre les lois d’émission se
situe dans 'intervalle [0, 0.3]. La différence entre le paramétre de transition estimé et le

vrai parameétre est, selon ces résultats, toujours positive ou nulle.

5.2.4 Discussion

Cette étude de simulations montre que, dans le cadre de I'utilisation d’'un modéle
HMM M1MO a deux états, la DLPR dépend de la différence des lois d’émission de chacun
des états, a la différence des plages d’une chaine de Markov caché. La chaine reconstruite
peut alors ne pas correspondre au modéle qui a été utilisé pour la reconstruction. Nos
résultats suggérent également que la reconstruction ne dépend pas de la longueur de la
chaine simulée, conformément aux résultats de Caliebe et Roesler (2002).

Cet écart a été observé dans le cas de I'utilisation de 1’algorithme de Viterbi mais
également dans le cas de 'utilisation de 1’algorithme “Forward-Backward”, dans une
moindre mesure cependant. En particulier, nous avons observé que plus les lois d’émis-
sion étaient proches plus I’écart entre la vrai valeur et la valeur estimée de paramétre
de transition est faible. Cette tendance a été confirmée par I’étude par simulation qui
a exploré de facon plus systématique l'influence des différentes combinaison de deux
lois d’émission. Cette deuxiéme étude n’a pas été réalisée dans le cas de reconstruction
par algorithme Forward-Backward, mais elle serait nécessaire afin de pouvoir comparer
rigoureusement la reconstruction par ces deux algorithmes en terme des DLPR.

Pour mesurer I’écart entre les valeurs des parameétres de transition, vrai et estimé,
nous avons défini une distance ad hoc. L’utilisation d’une distance entre les distributions
empiriques devrait étre utilisée dans une éventuelle étude plus approfondie.

Ici, nous avons exploré 'influence de la différence entre les paramétres d’émission
sur la reconstruction du chemin caché, mais nous avons vu que seul, il ne suffit pas a
expliquer I’écart entre DLPR et vrai distribution (section 5.2.3). Le deuxiéme paramétre
de transition, pourrait également avoir une influence, et une autre étude de simulation
devrait étre effectuée afin de répondre a cette question.

Une étude portant sur des modéles d’ordre différent ou & nombre supérieur d’états
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n’a pas été menée. Néanmoins, on peut raisonnablement s’attendre a ce que la diffé-
rence des lois d’émission ait un impact sur les lois de transition empiriques du chemin
reconstruit.

Cette étude par simulation souléve également la question de la possibilité de détermi-
ner, de fagon théorique, la DLPR par algorithme de Viterbi. Cette question nous semble
d’autant plus pertinente que les DLPR empiriques que nous avons pu observer (figure
5.7) des distributions “réguliéres” qui se ressemblent entre elles. De plus (résultats non
montrés), d’aprés les résultats de simulations, les DLPR. des chaines différentes générées
a l'aide du méme HMM présentent la méme distribution, indiquant qu’il pourrait s’agir
d’une loi dépendante des paramétres du HMM.

Dans le cadre de 'utilisation des HMM pour la prédiction des ARNnc chez R. so-
lanacearum ces résultats suggeérent qu’'une utilisation de 1’algorithme de Viterbi n’est
pas appropriée, étant donnée la faible différence entre les lois d’émission estimées pour
I'état ARN et le reste du génome (tableau 4.12). L’algorithme “Forward-Backward” de
reconstruction est mieux adapté a cette fin, car la distribution des longueurs des plages
est moins dépendante de la différence des lois d’émission et la séquence reconstruite est
plus proche d’une séquence issue du modele utilisé pour la segmentation.

Plus généralement, il nous semble que I'utilisation de I'algorithme de Viterbi exige
une vigilence quant aux valeurs des paramétres du modéle utilisé pour la reconstruction.
Cet inconvénient de l’algorithme de Viterbi bien connu de la communauté statistique

semble étre moins connu dans la communauté bio-informatique.

5.3 Application des HMM pour la recherche des ARNnc

dans le génome de Ralstonia solanacearum

Nous présentons ici les résultats de I'utilisation des HMM, et plus particulierement,
I’algorithme Forward-Backward, pour la recherche des ARNnc dans le chromosome de
Ralstonia solanacearum, en se basant sur ’hypothése de I'existence d’une différence de
composition entre les ARNnc et le reste du génome de R. solanacearum. Cette hypothése
est appuyée par 1’étude présentée dans la section 4.2. Cette étude suggére également que
l'utilisation du G+C% n’est pas suffisante pour discriminer I’ensemble des ARNnc du

groupe des séquences intergéniques (groupe AUTRE) et par conséquent, nous utilisons
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une modélisation d’abord en nucléotides et puis en di-nucléotides.

Tous les calculs d’estimations et de segmentations ont été faits a 1’aide du logiciel
SHOW ( Structured HOmogeneities Watcher, Nicolas et al. (2004)).

5.3.1 Modéle utilisé
5.3.1.1 Topologie

Conformément aux trois ensemble considérés AUTRE, CODANT et ARN utilisés
pour mettre en évidence 1’étude de la composition des ARN, nous proposons une mo-
délisation par trois états cachés correspondant a ces groupes.

Dans le cadre de cette étude nous recherchons les ARNnc se trouvant dans les ré-
gions intergéniques. Afin de diminuer le nombre de paramétres a estimer nous pouvons
contraindre le modéle & ce que les transitions entre les états COD et ARN soient im-
possibles : entre une région prédite comme codante et une région prédite comme ARN
il doit toujours se trouver une région AUTRE les séparant. En réalité, ceci n’est pas
toujours vérifié, les riboswitch, se trouvant dans les régions 5’'UTR, des genes, faisant
I’exception. Si toutefois nous nous focalisons sur les ARNnc transcrits, se trouvant au
milieu des IGR, cette hypothése est valable, d’autant plus que les riboswitch de R. so-
lanacearum ne semblent pas avoir une composition se démarquant de la composition
du reste du génome (voir section 4.1.2.3).

Le graphe des états cachés (section 5.1) du modéle que nous proposons est donné
sur la figure 5.9.

Notons que la topologie du modéle est simplificatrice quand & la modélisation des sé-
quences codantes : elle est loin de prendre en compte toutes les subtilités de composition

de ces séquences (biais de codons, séquences START et STOP etc.).

5.3.1.2 Les paramétres

Les lois d’émission dans chacun des états cachés ont été estimés par maximum de
vraisemblance a 'aide des comptages des nucléotides (tab. 5.6) et des di-nucléotides
(tab. 5.7, 5.8 et 5.9).

Les paramétres de transition non nuls ont été estimés par ’algorithme EM pour

le modéle M1IMO (section 5.1.3) et sont présentés dans le tableau 5.10. Les mémes
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FiG. 5.9 — Graphe des états cachés utilisé pour la segmentation du génome de R. sola-
nacearum. Les états cachés correspondent aux séquences codantes (COD), les ARNnc
(ARN) et le reste du génome (AUTRE). Les probabilités de transition entre états COD
et ARN sont nulles.

état A C G T

COD | 0.1605285 0.3365921 0.3403506 0.1625287
AUTRE | 0.1891398 0.3060180 0.3080573 0.1967848

ARN | 0.2135506 0.2841981 0.2750858 0.2271655

TAB. 5.6 — La matrice d’émission estimée, du modéle M1MO pour chacun des états.

parameétres de transition ont été repris pour le modéle M1M1, afin de rendre les résultats

de segmentation a ’aide des deux modéles , M1IMO et M1M1, comparables.

5.3.2 Reésultats

Le tableau 5.11 récapitule les résultats de segmentation utilisant les modéeles M1 MO
et MIM1. 553 et 729 régions correspondent respectivement & 1’état ARN. Dans un
grand nombre de cas, les segments identifiés par la segmentation M1MO “englobent”
plusieurs segments plus courts identifiés par M1M1, ce qui explique le nombre plus
élevé des segments M1MI1 et la longueur moyenne plus élevée des segments M1MO.
Cependant, ceci n’est pas toujours le cas, et certaines des prédictions d'un des deux

modéles ne se supersposent pas avec les prédictions du deuxiéme modéle. Notons que

127



COD A C G T
A | 0.16068760 0.3038993 0.3049934 0.2304197
C | 0.19103037 0.2548348 0.4108662 0.1432687
G | 0.17196330 0.4206495 0.2589375 0.1484497
T | 0.06836089 0.3650046 0.4013393 0.1652952

TAB. 5.7 — La matrice d’émission estimée, du modéle M1M1 pour I’état COD.

AUTRE A C G T
A ] 0.2604111 0.2564265 0.2479955 0.2351669
C | 0.2006508 0.2810123 0.3648156 0.1535213
G | 0.1910854 0.3640116 0.2822662 0.1626368
T | 0.1058371 0.2987533 0.3298148 0.2655948

TAB. 5.8 — La matrice d’émission estimée, du modeéle M1M1 pour I’état AUTRE.

la longueur moyenne des plages reconstruites est considérablement plus élevée que la
longueur attendue, se situant autour de 100nt (section 5.3.1.2). Ainsi, les plages re-
construites sont, en moyenne, plus longues que les ARNnc connus dans le chromosome
de R. solanacearum (voir tableau 4.7), et la majorité des segments ainsi identifiés ont
une longueur supérieure a 200nt. Nous constatons cependant que, les segments issus
du modéle M1M1 sont plus proches en longueur des ARNnc connus que les segments
prédits par le modéle M1MO.

De facon générale, la couverture du génome est plus faible dans le cas M1M1 mais en
méme temps plus spécifique que celle dans le cas M1MO, étant donné que plus d’ARNnc

connus ont été retrouvés par le modéle M1IM1 (56 contre 52).

Tous les segments reconstruits appartenant a ’état ARN ne se trouvent pas dans les
régions intergéniques. Effectivement, une partie importante des segments est localisée
dans les régions codantes qui couvrent 90% du génome (5.12). Les segments reconstruits
couvrent 8% (M1MO) et 4% (M1M1) des régions codantes.

Dans le cas des deux modéles, la majorité des ARNnc retrouvés représentent les
ARNnc “structuraux”, les ARNr et les ARNt. Les ARNr, au nombre de six, ont été
retrouvés par les deux modéles. Pour le modéle M1MO, 43 et pour le modéle M1M1 46,
des 54 ARNt ont été retrouvés.
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ARN A C G T
A 1 0.2038345 0.2941473  0.2805247 0.2214934
C | 0.2113761 0.2943119 0.2759633 0.2183486
G | 0.2139364 0.2660962 0.2901385 0.2298289
T | 0.2292660 0.2855100 0.2478551 0.2373689

TAB. 5.9 — La matrice d’émission estimée, du modéle M1M1 pour I’état AR.

COD AUTRE ARN
COD 0.999788  0.000212416 0
AUTRE | 0.00093448  0.998454  0.000611197
ARN 0 0.00205836 0.997942

TAB. 5.10 — Les probabilités de transition entre différents états. Les paramétres non

nuls ont été estimés par l'algorithme EM.

5.3.2.1 Evaluation de la spécificité et de la sensibilité

La spécificité et la sensibilité ont été évaluées dans le cas de la classification des
segments et dans le cas de la classification des nucléotides. Dans le premier des cas,
nous regardons combien de segments reconstruits correspondent aux ARNnc connus.
Nous considérons qu’un segment est bien prédit lorsqu’il chevauche la séquence d’un
ARNnc connu. Dans le deuxiéme cas, nous considérons la qualité de la prédiction en
terme de nucléotides : un nucléotide a une position donnée est bien prédit si le nucléotide
a cette position appartient & un ARNnc connu dans le génome de R. solanacearum. Sur
la tableau 5.13 les résultats sont évalués en terme de spécificité et de sensibilité, définis

comme :

scificite VP ilita VP
1 1 —_— NnsS10111 —_—
SPECERe L P P T EN

ou VP désigne les vrais positifs (le nombre de segments ou nucléotides bien prédits), FP
désigne les faux positifs (les segments ou nucléotides prédits qui ne correspondent pas
aux ARNnc connus) et FN désigne les fauz négatifs (le nombre d” ARNnc ou nucléotides
qui ne sont pas prédits).

Dans les deux cas, les prédictions M1MO et M1M1 sont assez sensibles mais trés
peu spécifiques. Pour les deux modeéles la sensibilité est meilleure dans en terme de

nucléotides. Ceci est probablement di au fait que les ARN ribosomiques, ayant une
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Modele

nombre de seg-

ments

nombre de segments >
200nt

longueur

segments

moyenne

longueur médiane seg-

ments

couverture génome

nb ARN retrouvés

nombre nt ARN / nombre
nt prédit ARN

MIMO

953

413

87

456

11%

52

7.32

MIM1

729

337

351

178

6%

36

208

TAB. 5.11 — Le tableau récapituatif des résultats de segmentation du génome de R. so-
lanacearum a l'aides des modéle M1MO et M1M1.

Modéle % de nt se trouvant | % de régions codantes | % des IGR couvert
dans les rég codantes | couvertes

M1MO 64% 8% 34%

M1M1 53% 4% 25%

TAB. 5.12 — Le tableau récapitulant la localisation géomiques des segments ARN.

composition particuliére par rapport au reste du génome (voir section 4.1.3), ont tous
été identifiés par les deux modeéles HMM. Leur longueur compte davantage dans le
calcul de la sensibilité en terme de nucléotide qu’en terme de segments. En revanche, la
spécificité en terme de nucléotides est trés faible, et ceci peut probablement s’expliquer

par la présence des segments prédits longs qui ne correspondent pas aux ARNnc connus.

5.3.2.2 Analyse des ARNnc identifiés

Les ARNnc retrouvés par les deux modeéles correspondent d’une part aux ARN
ribosomiques, 6 en tout, qui sont retrouvés systématiquement, probablement du fait de
leur composition particuliére. La majorité des ARN de transfert est également retrouvée
par les deux modéles (44 sur 54 pour le modéle MIMO et 47 sur 54 pour le modéle
M1M1). Les ARNnc qui n’ont été identifiés par aucun des deux modéles correspondent
aux autres familles ’ARNnc et a cing ARNt (tableau 5.15).

La plupart des prédictions a I’aide des deux modéles est commune (51 prédictions).
Le modéle M1IM1 prédit correctement plus d’ARNnc que le modéle M1IMO, mais cer-
tains ARNnc sont identifiés par le modéle M1MO seulement (tableau 5.14). Notons que
I’ARNt de la proline est identifié une fois par le modéle M1MO et une fois par le modéle
MI1MI1.

130



M1IMO | M1M1

segments
VP 52 26
FN 19 15
FP 501 673

Spécificité 0.09 0.08
Sensibilité 0.73 0.79

nucléotides
VP 16230 | 16526
FN 2425 2042
FP 419321 | 239576

Spécificité | 0.0001 0.06
Sensibilité 0.87 0.89

TAB. 5.13 — La spécificité et la sensibilité des sementations M1MO et M1M1, évaluées
a l'aide des vrais positifs (VP), faux positifs (FP) et faux négatifs (FN). L’évaluation a

été faite en terme de segments retrouvés et en terme de nucléotides retrouvés.

ARN modéle pos. debut pos. fin

Ser ARNt MIMO 2344958 2345044
Pro ARNt MIMO 1645665 1645738
Thr ARNt M1M1 2306303 23063

Gly ARNt MI1M1 751244 751314
Pro ARNt MIM1 1700427 1700500
Ala ARNt MIM1 3508442 3508514
Val ARNt MI1M1 1833444 1833516

TAB. 5.14 — Les ARNnc qui ont été identfiés par un des deux modéles.

5.3.3 Discussion

Les segmentations du chromosome de R. solanacearum a ’aide des modéles M1MO
et MIM1, a 3 états cachés, ont généré respectivement553 (M1MO) et 729 (MI1M1)

segments.

La longueur moyenne de ces segments est plus élevée que la longueur attendue sous
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ARN pos. début  pos fin

TPP 132357 132458
yybP-ykoY 097648 997783
yybP-ykoY 2274739 2274896

SRP 1259539 1259640

Cobalamin rioswitch 2608997 2609253
Glycine ribositch 3545686 3545809
Glycine riboswitch 3545580 3545672

RNase P 925998 526276
Arg ARNt 1018652 1018723
Leu ARNt 1170093 1170180
Ser ARNt 1230833 1230923
Met ARNt 2399622 2399694
Leu ARNt 2634813 2634894

TAB. 5.15 — Les ARNnc de R. solanacearum qui n’ont pas été identifiés par aucun des

deux modéles

le modele M1IMO et M1IM1. Malgré 'utilisation de 'algorithme “Forward-Backward”
pour la reconstruction du chemin caché, il est probable que, au regard des conclu-
sions de la section 5.5, ces résultats peuvent étre attribués au faible écart entre les lois
d’émission associées aux différents états. Le méme probléme est, du moins en partie,
responsable de la faible spécificité des résultats obtenus. Pour ces raisons une piste
possible d’amélioration de la spécificité de la prédiction a l'aide des HMM serait de
déterminer les paramétres de transition en utilisant un autre procédé que ’algorithme
EM, en recherchant, par exemple, empiriquement, avec un processus de balayage, les
paramétres augmentant la spécificité sans diminuer la sensibilité.

Un nombre important des segments reconstruits se trouve dans les régions codantes.
Ce résultats était attendu, en tout cas en terme de G+C% et donc possiblement en
terme de nucléotides et di-nucléotides, car les distrubutions de G+C% des ARNnc et
des séquences codantes ne sont pas entiérement séparées (voir la figure 4.8 de la section
4.1.2.3). Ce résultat est également conforme au fait que les régions codantes ne peuvent
pas étre entiérement décrites par leur composition en nucléotides mais que des modéles

plus élaborés sont nécessaires pour leur modélisation. De ce fait, une deuxiéme fagon
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d’améliorer la spécificité des prédictions serait de modéliser les séquences codantes par
trois états cachés correspondant aux trois positions du codon, comme ceci est fait ha-
bituellement. En revanche, le chevauchement d’une partie des segments prédits avec les
régions codantes offre la possibilité d’éliminer ces prédictions “faux positifs”de ’ensemble
des candidats ARNnc. Ainsi, dans le cas ol nous voudrions analyser les résultats obte-
nus pour la recherche des candidats ARNnc plus de la moitié de ceux-ci serait rejetée

en raison de leur appartenance aux régions codantes.

Quant a la comparaison des résultats de segmentation a ’aide des deux modéles, il
aparait que le modéle M1M1 est plus performant en sensibilité et en spécificité. Ceci est
conforme aux observations affirmant qu’un modéle prenant en compte les di-nucléotides
successifs serait mieux adapté pour caractériser les ARNnc, probablement en raison de
I'importance des empilements de bases au sein de séquences d’ARNnc structurées (Clote
et al. (2005)).

L’approche ab initio présentée permet d’identifier 52 (modéle M1MO) et 56 (modéle
M1M1) des 69 ARNnc connus dans le chromosome de R. solanacearum et 58 sur 69
ARNnc, si 'on considére 1'union des prédictions a 'aide des deux modéles. Toutefois,
la quasi-totalité de ces ARNnc correctement prédits se limite aux ARN structuraux,
les ARNt et les ARNr, dont la prédiction peut s’effectuer de facon efficace par d’autres
outils adaptés a la recherche de ces familles spécifiques. Les ARNnc qui n’ont pas pu
étre identifiés correspondent, pour leur majorité, aux riboswitch. Quant a la détection
des ARNnc proprement dits, 'approche HMM a permis d’en retrouver deux (I’ARN
6S et PARN suhB) tandis que les ARN SRP et RNase P n’ont pas été retrouvés. Ces
résultats suggérent tout d’abord que les ARN structuraux (c’est-a-dire les ARNt et les
ARNr) possédent une composition spécifique, différente du reste de génome. D’autre
part, au regard de ces résultats, les riboswitch ne semblent pas étre caractérisés par
un biais en composition. Pour les 4 autres ARNc, deux ont été correctement prédits et
deux ont été omis des prédictions. Nous sommes donc dans I'impossibilité de conclure
si l'utilisation du biais de composition est pertinente pour la recherche des ARNnc
dans R. solanacearum. Le renforcement des arguments pour penser qu’'un biais existe

pourrait venir des prédictions de nouveaux ARNnc dans ce génome.

Notons encore qu’une modélisation plus élaborée, en terme d’états cachés, pourrait
donner lieu a des prédictions plus pertinentes et plus spécifiques. En effet, le génome de

R. solanacearum étant caractérisé par la présence de 93 régions acquises probablement
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par transfert horizontal et dont la composition en G+C% varie de 50% & 70% (les régions
ACUR, Salanoubat et al. (2002)) une modélisation plus élaborée pourrait consister a
modéliser ces régions par plusieurs états cachés ou a les masquer afin de les exclure de
I’analyse.

Enfin, les résultats obtenus par segmentation sur la base de biais de composition
n’ayant pas été concluants, ils n’ont pas été analysés de facon a déterminer les candidats
ARNnc pour la validation biologique. Dans la suite dans le suite du travail de thése
nous avons utilisé une approche comparative afin de proposer des candidats ARNnc

dans le génome de R. solanacearum.

134



Troisiéme partie

RNAsim : une approche comparative

pour la détection des ARNnc
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Introduction

[’analyse des résultats de ’approche par bias de composition n’a pas été menée au
bout et nous avons envisagé une autre approche afin de réaliser notre objectif scien-
tifique, 'identification des ARNnc candidats dans le génome de R. solanacearum. Au
cours de la thése, le contexte biologique a changé : deux nouvelles souches de génome de
R. solanacearum ont été séquencées et nous avons eu a notre disposition leurs séquences.
Cette nouvelle donne permettait I’exploitation de leur conservation, pour identitifier des
nouveaux ARNnc. Par conséquent, le choix de méthode s’est naturellement porté sur
une approche comparative de détection des ARNnc.

Dans cette partie, je présenterai d’abord un état de I’art sur les méthodes compara-
tives existantes. Ensuite, je présenterai un outil de détection des ARNnc par approche
comparative, nommé RNAsim, auquel j’ai contribué durant ma thése. Enfin, je présen-
terai une synthése des résultats de I'utilsation de RNAsim pour la détection des ARNnc

dans le génome de R. solanacearum.

137



138



Chapitre 6

Approche comparative pour la
détection des ARNnc

6.1 Etat de ’art

Les approches comparatives pour la détection des ARNnc peuvent étre réparties en
trois catégories, selon I'objectif recherché et les méthodes mises en place pour I'accomplir
(schématisé sur la figure 6.1).

Un premier objectif consiste a rechercher les ARNnc membres d’une famille déja
connue et caractérisée par sa structure secondaire. Les approches mettent généralement
en oeuvre une modélisation par SCFG (Stochastic Context-Free-Grammars) de la struc-
ture secondaire consensus de la famille I’ARN recherchée (Durbin et al. (1998b)). Parmi
les outils dévéloppés avec cet objectif nous pouvons citer RSEARCH (Klein et Eddy
(2003)) ou FastR (Zhang et al. (2005)). Notons que la base de données de référence
recensant les membres des différentes familles d’ARNnc connues, Rfam (Griffiths-Jones
et al. (2003)), est basée sur INFERNAL ("INFERence of RNA ALignment"), le modéle
sous-jacent 8 RSEARCH. La pluspart des ARNnc de R. solanacearum connus a ce jour
ont donc été identifiés de cette facon la.

Ces méthodes sont utilisées pour I'annotation des familles d’ARNnc connues mais
elles sont impuissantes quand il s’agit de recherche des ARNnc appartenant a des fa-
milles non connues.

Deux autres catégories d’approches n’exigent pas de connaissances a priori sur une

famille d’ARNnc partuculiére et sont, de ce fait, plus adaptées a notre question d’intérét.
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La deuxiéme catégorie s’appuie sur une conservation en séquence qui est ensuite
examinée pour détecter une éventuelle conservation en structure. Dans les outils sui-
vant cette démarche nous pouvons citer QRNA (Rivas et Eddy (2001)), RNAz et son
ancienne version AlifoldZ, un outil qui a été originellemnt con¢u pour la prédiction de
la structure secondaire et ensuite étendu a la prédiction des ARNnc (Washietl et al.
(2005)), ddbRNA (di Bernardo et al. (2003)) et MSARi (Coventry et al. (2004)).

QRNA exploite 'hypothése que les alignements des séquences d’ARNnc présentent
des mismatch mais conservent la structure secondaire (mutations compensatoires).
QRNA a été utilisé avec succes pour la prédiction des ARNnc dans plusieurs génomes
bactériens (Rivas et al. (2001), Silvaggi et al. (2006a), del Val et al. (2007)) et eucaryotes
(McCutcheon et Eddy (2003)). RNAz propose une autre approche combinant la prise
en compte de la stabilité thermodynamique estimée d’un repliement commun obtenu a
partir de I’alignement multiple des séquences (décrit dans Washietl et Hofacker (2004))
et I'existence des mutations compensatoires au sein de ces repliements. Cet outil a été

testé sur les ARNnc eucaryotes de S. cerevisiae et C. elegans et a été utilisé avec suc-

Approches comparatives pour la
recherche des ARN non-codant

Recherche d'une Conservation en Conservation en
famille spécifique séquence puis en Séqgcnce des régions
structure intergéniques
TSEARCH *QRNA *(Wassarman et al. 2001)
RN *RNAz *(Argaman et al. 2001)
*EastR. *ddbRNA *sRNA Predict
*MSARI

F1G. 6.1 — Les approches comparatives pour la recherche des ARNnc peuvent étre
réparties en trois groupes selon I’objectif recherché et les méthodes mises en place pour

I’accomplir.
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cés, en combinaison avec QRNA, pour la détection des ARNnc dans S. meliloti (del
Val et al. (2007)). ddbRNA et MSARI, a 'aide d’une méthodologie différente, mettent

en oeuvre l'idée présente dans RNAz.

Ces études, implémentant des modéles complexes, ont I'inconvénient d’un temps de
calcul élevé mais présentent surtout un nombre important de parameétres a régler. Ces
paramétres, lorsqu’ils sont utilisés avec leurs valeurs par défaut sont estimés sur des
ensembles de test et peuvent étre biaisés de ce fait. Un autre inconvénient apparait
lorsqu’on veut comparer plus de deux génomes. QRNA est conc¢u pour analyser les
alignements deux-a-deux, tandis que RNAz, ddbRNA et MSARI nécessitent, en entrée,
des alignements multiples. Cet écueil peut, dans le cas des trois derniers outils, étre
contourné a ’aide des outils d’alignements multiples de génomes entiers (par exemple
MultiZ, Blanchette et al. (2004)).

La troisiéme catégorie d’approches comparatives pour la détection des ARNnc, s’ap-
puie sur des stratégies moins complexes, d’un point de vue méthodologique. Il s’agit
des travaux ayant permis de détecter des ARNnc sur la seule base de la conservation
en séquence, en tenant compte de la localisation génomique des régions conservées et
de leur co-localisation avec divers signaux de présence des ARNnc, tels que les termina-
teurs ou les promoteurs. Parmi ces travaux, nous pouvons citer deux travaux pioniers
sur la recherche systématique des ARNnc, Wassarman et al. (2001) et Argaman et al.
(2001)), qui ont permis la détection et la validation d’un grand nombre d’ARNnc chez
E. coli. Dans ces travaux les analyses ont, pour la plupart, été faites manuellement. Le
premier outil intégrant les résultats de conservation entre deux génomes et de prédic-
tion des différents éléments indicateurs de la présence des ARNnc dans un processus
automatisé est SRNAPredict (Livny et al. (2005)). Une deuxiéme version de cet outil,
sRNAPredict2, est capable de gérer les prédiction redondantes, permettant ainsi son
utilisation dans le cas de la comparaison de plus de deux génomes (Livny et al. (2006)).
sRNAPredict a été utilisé avec succés dans plusieurs études portant sur la recherche
systématique des ARNnc dans les génomes bactériens (Livny et al. (2005), Livny et al.
(2006), Valverde et al. (2008)).

Les différentes études de recherche systématique des ARNnc dans les génomes bac-
tériens seront présentées plus amplement dans la partie suivante du manuscript (section
10).

Je finirai cette présentation des méthodes comparatives existantes en décrivant plus
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particuliérement 1’'idée et le fonctionnement de QRNA qui a été intégré dans ’outil de
prédiction que j’ai utilisé au cours de ma thése pour prédire des ARNnc candidats de

R. solanacearum.

6.1.0.1 QRNA

[’idée formalisée dans le modéle sous-jacent & QRNA (Rivas et al. (2001)) est que le
caractére des mismatch dans un alignement de séquences homologues sera différent selon
qu’il s’agit de séquences codantes, de séquences d’ARNnc (ou autre élément structuré)
ou de séquences appartenant au reste du génome (illustré sur la figure 6.2). Dans le
cas des séquences codantes, le principe de QRNA est de considérer que les mutations
devraient plus souvent correspondre & des mutations synonymes ou a celles engendrant
des acides aminés proches. En revanche, dans le modéle correspondant aux séquences
d’ARNnc, la présence des mutations compensatoires dans les éléments structurés est
attendue. Le reste du génome est modélisé par un modéle de probabilités d’appariement

indépendante de la position.

Pour chaque alignement soumis & QRNA, un score est calculé en fonction de chacun

des modéles présentés ci-dessus. Le plus élevé permet d’associer un état a un alignement.

Un inconvénient de QRNA est le grand nombre de paramétres liés & chacun des
modeéles le composant. Ces paramétres ont été optimisés en partie en étudiant la spé-
cificité et la sensibilité de QRNA dans des ensembles de séquences simulées avec un
G+C% équilibré et en partie sur des ensembles d’alignement des ARNr et ARNt. De
ce fait, I'ensemble de paramétres proposé par défaut peut étre biaisé dans le cadre de
son utilisation pour la détection des ARNnc des familles autres que ARNr ou ARNt, et

surtout dans le cas de leur utilisation dans les génomes ayant un G+C% plus élevé.

Son utilisation est limitée en longueur de séquence, la complexité de ’algorithme
étant dominée par la complexité dans le cadre du calcul de score de I’état ARN, en
O(n?), ou n est la longueur de I'alignement. Dans le cas de ’analyse d’alignements plus

longs, ces alignements sont découpés et analysés par tranche.

Je présenterai maintenant ’outil de détection des ARNnc auquel j’ai contribué du-

rant ma thése.
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6.2 Motivation du développement d’un nouvel outil

Au moment du démarrage de ce projet, lorsque nous voulions utiliser une approche
comparative pour la détection des nouveaux ARNnc dans un organisme, le choix pou-
vait se porter soit sur les outils prenant en compte la conservation en séquence et en
structure soit sur SRNAPredict, prenant en compte la conservation en séquence. Or, la
prédiction dans plus de deux génomes se révéle difficile car 'utilisation de QRNA et de
sRNAPredict étaient limitées aux alignements deux-a-deux tandis que RNAz et d’autres
outils du méme type exigent des alignements muliples de bonne qualité, impossibles a
générer dans le cas de I'analyse des génomes entiers.

Or, lorsque les séquences de plus de deux génomes sont disponibles, la prise en

compte simultanée de leur conservation renforce les prédictions.

1
BT
position-independent | X X
CA

[ 11 [ 1 I |
GGTCAGAAAGTACTT

cudmg |1 x| [ x| x | X
GGACAGAAGGTTCTC

1 ‘ I I L | ‘ I
ITTGTTCGAAAGAACG
structural RNA I 1] xx || | X x |
TTGACCGAAAGGTCG

F1a. 6.2 — Trois alignements deux-a-deux ayant la méme composition et le méme nombre
de mismatch peuvent étre classés selon la nature de ceux-ci : I'indépendance des bases
(en haut), les séquences codantes (milieu) et les ARNnc structurés (en bas). Le calcul
de probabilité dans chacun des modéles est indiqué au-dessous des alignements corres-
pondants : position par position, dans le cas de I'indépendances des bases (c’est-a-dire
ni codant ni ARNnc), par codon dans le cas des séquences codantes et comme deux

appariements dans le cas des ARNnc. Schéma emprunté de Rivas et al. (2001).
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6.3 Existant au début de la thése

En 2005, une approche exploitant QRNA et ’étendant a ’analyse de plusieurs gé-
nomes a été dévéloppée dans 1’équipe, par Céline Noirot (Noirot (2005)). L’outil cor-
respondant, nommé RNAsim, permet d’inférer, a partir des résultats d’un outil de
détection des ARNnc deux-a-deux, en passant par une représentation par graphe, les
prédictions d’ARNnc dans n génomes (fig. 6.3).

Résultats d'une approche Résultats de RNAsim sur

comparative deux-a- n génomes
deux sur n génomes

%
[ GZ | [ G2 ]
RNAsim
[ G3 | -« [Gn[]

?
[(GI | [GZ ] - [G(n-1)]

F1G. 6.3 — L’objectif de RNAsim : inférer les prédictions ARNnc dans n génomes notés

—

(G1,G2, ..., Gn) a partir des prédictions deux-a-deux.

Le choix de I'outil de détection des ARNnc deux-a-deux s’est porté sur QRNA, qui
a été utilisé avec succes dans plusieurs génomes bactériens (Rivas et al. (2001), Silvaggi
et al. (2006a), del Val et al. (2007)).

Ce travail a donné lieu & une premiére version de RNAsim. RNAsim est présenté en

détail dans le chapitre suivant.
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Chapitre 7

RN Asim

La disponibilité des séquences de deux nouvelles souches séquencées, IPO1609 et
Molk2, de R. solanacearum rendait ’approche RNAsim particuliérement adaptée dans
le cadre de la these.

Une alternative a 'utilisation de RNAsim était, d’une part I'utilisation de SRNAPre-
dict2, dont la deuxiéme version développée (Livny et al. (2006)) propose une approche
inférant les prédictions dans plus de deux génomes et d’autre part I'utilisation de RN Az,
avec 'utilisation des nouveaux outils d’alignements multiples des génomes entiers (voir
la section 6). Néanmoins, ces deux approches ne tenaient pas compte de la totalité des
éléments que nous voulions inclure dans notre analyse, tous utiles dans une approche
d’analyse minutieuse des résultats de conservation : des indications sur la “synthénie”
des prédictions dans les différents génomes (conservation du contexte génomique des
prédictions), les indications sur la conservation dans la totalité des génomes considérés,
la présence des copies multiples d’une région conservée.

Il aurait été donc nécessaire de modifier les outils existants de facon considérable
afin de les adapter a nos besoins. RNAsim s’est imposé comme une meilleure solution,
étant donné 'accessibilité du code et ’aide a la prise en main de la problématique et
de P'outil, disponible du fait qu’il a été développé dans le laboratoire.

Pour ces raisons, nous avons décidé de poursuivre le développement de RNAsim
dans le cadre de ma thése pour ensuite ’appliquer au génome de R. solanacearum.

La correction de certaines erreurs a d’abord été nécessaire. Ensuite, nous avons

apporté un certain nombre d’améliorations, consistant dans :

1. l'introduction d’'une nouvelle étape dans la chaine de traitement des données;
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2. l'intégration de nouvelles fonctionalités facilitant I’analyse des sorties.

Dans ce chapitre je présenterai le principe de fonctionnement de RNAsim ainsi que

les grandes lignes de sa mise en oeuvre et de ses fonctionnalités.

7.1 Modélisation du probléme

[’usage des graphes et de leurs propriétés est courante en bioinformatique. Ils sont
utilisés pour I'analyse d’expression des génes (Brors (2005)), la modélisation de réseaux
de régulation géniques (Huber et al. (2007)), la comparaison etla modélisation des
structures secondaires des ARNnc (Le et al. (1989)) mais aussi, 4 un méta-niveau, pour
la représentation des connaissances biologiques (Ashburner et al. (2000)).

La méthode présentée ici s’appuie sur une modélisation par un graphe afin de prédire
des ARNnc communs a n génomes a partir de résultats de comparaison deux-a-deux.
Nous commencerons sa présentation en rappelant les définitions et les notions néces-
saires & sa mise en oeuvre. Ensuite nous présenterons la traduction des objets biologiques
manipulés, a savoir les séquences appartenant aux différents organismes, en langage des

graphes.

7.1.1 Notions de base
7.1.1.1 Notions sur les graphes

Les définitions exposées ici sont reprises du livre Graph Theory de Diestel (1997).

Nous commencons par rappeler la définition d’un graphe.

Définition Un graphe G est défini par un couple G = (V, E) ou V représente 1’en-
semble des sommets du graphe et E est un sous-ensemble de [V]%. Les éléments de E
sont appelés “arétes”. Le graphe G est non-vide si V n’est pas vide. Le nombre d’élé-
ments de G est noté par |G| et est appelé ['ordre du graphe G.

Si pour u,v € V, (u,v) € E, alors les sommets u et v sont dits adjacents ou reliés
par une aréte. La liste de tous les sommets adjacents & un sommet v € V est appelée
sa liste d’adjacence. Un sommet du graphe G est dit isolé s’il n’est adjacent & aucun

sommet de G.

146



Soit maintenant G’ = (V' E'). Le graphe G’ est un sous-graphe de G si et seulement
siV/ C Vet E' C E. Le sous-graphe G' = (V', E') est dit induit par G si E' = [V'*’NE.

Une chaine dans le graphe G est un sous-graphe de G, P = (Vp, Ep), tel que
VP — {l’o,l’l,...,l’k}, EP - {{$0,$1},{$1,$2},...,{xk_1,$k}} et que x%o S 'L S k
sont tous différents. On dit que x( et x; sont connectés par le chemin P ou que P

connecte xg et xy.

Un graphe G = (V, E) non-vide est dit conneze si pour tout u,v € V il existe un

chaine dans G qui les connecte.

Définition d’une composantes connexe Soit G = (V| E) un graphe et soit G' =
(V') E') un sous-graphe induit de G. Si G’ est connexe et si pour tout sous-graphe
induit de G, G” = (V", E"”) tel que V' C V", G” n’est pas connexe, alors G’ est une
composante connexe de G.

L’illustration d’un graphe et de ses composantes connexes sont données dans la figure
7.1.

Graphe Composantes connexes

/N

4

W

a
i, (8
12)

(19)
(=2

5
£

V=(1,2,3,...,11,12}
E={{14},{1,3},{4,3},{5,6},{9,10},{7,2},{10,2},{8,2},{12,2}}

FiG. 7.1 — A gauche : I'illustration d’un graphe. V est I'ensemble des sommets et E

I’ensemble des arétes. A droite : les composantes connexes de ce graphe sont encadrées.
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7.1.1.2 L’algorithme de recherche des composantes connexes

La recherche des composantes connexes au sein d’'un graphe peut s’effectuer a 'aide
d’un algorithme dit de Depth-First-Search (DFS) (voir, par exemple le livre “Algorithms
and Theory of Computation Handbook”, Atallah (1998)).

L’algorithme initialise d’abord tous les sommets du graphe comme non visités. Le
parcours du graphe commence par un sommet arbitraire. Pour un sommet donné non
visité, un numéro de composante connexe est attribué, et sa liste d’adjacence est par-
courue récursivement par la procédure DFS. Tous les sommets visités ainsi se voient
attribuer le méme numéro de composante connexe. Lorsque toute la liste d’adjacence
est parcourue récursivement la procédure DFS se termine. Ainsi, toute la composante
connexe de I’élément a partir duquel DFS a été lancé est visitée. Ensuite, le graphe
est parcouru pour les sommets non-visités restants et DFS est lancé a partir de ces
sommets. Lorsque il ne reste plus de sommets non-visités dans le graphe ’algorithme
se termine. L’algorithme de DF'S est décrit en pseudo-code dans les Algorithmes 1 et 2.

La complexité temporelle est O(|V |+ |E|) et la complexité spatiale est O(h) , ou h

est la longueur du plus long chemin dans le graphe.

7.1.2 Formalisation du probléme

Je présenterai d’abord la formalisation du passage d’un ensemble d’alignement &
une représentation par graphe qui a été réalisée dans le cadre de stage de C. Noirot.
Ensuite, dans la partie 7.1.2.2, je présenterai ma contribution a une modélisation plus

élaborée.

7.1.2.1 Formalisation dans le cadre de la théorie des graphes

Nous supposons & présent que nous disposons d’un ensemble d’alignements deux-a-
deux entre les séquences issues de n génomes. Nous appelerons cet ensemble d’aligne-

ments un réseau d’alignements.

Représentation par graphe d’un réseau d’alignements Si, dans un réseau d’ali-
gnements R, un alignement existe entre une séquence A de l'organisme O(A) appar-
tenant au réplicon C'(A), aux coordonnées génomiques x(A) et y(A), se trouvant sur

le brin S(A) et une séquence B de 'organisme O(B) appartenant au réplicon C(B),
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Algorithm 1 DFS (G) : premiére partie : algorithme parcours les arétes non-visités

Initialisation :
i=0 /* indice utilisé pour le parcours des sommets */
c¢=0 /*'indicateur de la composante connexe*/
for (i=1;i<|G|;i++) do
/* v(i) est le i-iéme sommet du graphe*/
visité(v(i))=faux
fini(v(i))=faux
pere(v(i))=null

end for

for tous les sommets v de G faire do
if non visité(v(i)) then
c—c+1
DSF(v,c)
end if

end for

Algorithm 2 DFS (v,c) : deuxiéme partie, parcours récursif de la liste d’adjacence

d’un élément non-visité

DSF(v,c)

visité(v)=vrai

composante(v)=c
for tout w dans adj(v) /*adj(v) : la liste d’adjacence du sommet v*/ do
if non visité(w) then
pére(w)=v
DSF(v,c)
end if

end for
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aux coordonnées génomiques x(B) et y(B), se trouvant sur le brin S(B), alors il
peut étre représenté par le couple (A, B), on A = (O(A),C(A),z(A),y(A),S(A)) et
Y = (0(B),C(B),z(B),y(B),S(B)). Nous dirons alors que A et B sont les séquences
appartenant au réseau d’alignements R et que A et B sont alignés dans R.

Nous pouvons, & présent, introduire le graphe associé a un réseau d’alignements R.
Le graphe d’alignement G r associé au réseau d’alignement R est défini comme le graphe
ayant comme ensemble de sommets Vi, ’ensemble de toutes les séquences du réseau
d’alignements R. L’ensemble des arétes, Eg, est le sous-ensemble de Vi x Vi tel que
(X,Y) € ER si et seulement si un alignement existe entre X et Y dans R.

Dans un graphe ainsi défini, la recherche des composantes connexes permet d’identi-
fier des groupes de séquences qui présentent une similarité entre elles : soit directement
parce qu’elles s’alignent dans le réseau d’alignement, soit indirectement a travers un ou
plusieurs autres alignements.

Le passage des alignements issus des comparaison de n génomes & un graphe était
formalisé et implémenté dans la premiére version de RNAsim. La figure 7.2 présente de
facon schématisée, le passage de ’ensemble des alignements deux-a-deux a un graphe

représentant le réseau d’alignements.

Quelques remarques

e Notons que, dans cette représentation, un sommet du graphe G peut étre adja-
cent & plusieurs autres sommets du graphe. Pour que ceci arrive, il suffit qu’une
méme séquence du réseau d’alignement R soit alignée avec d’autres séquences de
R.

e Un autre constat est qu’aucun élément d’un graphe défini ainsi ne peut étre un
élément isolé. En effet, les sommets correspondent aux séquences d’un réseau
d’alignement, et celui ci contient uniquement les séquences se trouvant dans un
alignement.

e Quant & l'utilisation de I'algorithme de recherche des composantes connexes, no-
tons que son utilisation fait apparaitre une notion de transitivité entre les ali-
gnements. En effet, lorsque deux sommets de trouvent dans la méme composante
connexe il ne sont pas nécessairement reliés par une arréte, mais I’existence d’un
lien, méme indirect, entre eux, apparaitra du fait de I'appartenance a la méme

composante connexe (les cas des séquences A2 et B2 qui sont liées entre elles
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indirectement, par les alignements avec C2 et se trouvent dans la méme compo-
sante connexe, fig. 7.2). Ceci a un sens biologique : nous pouvons, par exemple,
imaginer que les organismes A et C, et B et C sont plus proches phylogénétique-
ment que A et B ne le sont entre eux. Leurs séquences respectives ont donc pu
diverger entre elles au point de ne pas pouvoir étre retrouvées par une recherche
d’homologie. Néanmoins, leur lien peut étre retrouvé en passant par I’homologie
avec l'organisme B. Comme alternative & cette modélisation, la représentation
des séquences reliées entre elles aurait pu étre faite a 1’aide des cliques, ou tous

les sommets du sous-graphe sont reliés entre eux. Ceci aurait permis de retenir

a) b)
A2 @
Organisme A By -".Bz
@ ;
ALS, 'HR A @\
Organisme B \’m (_;3__1 \ 5 \
: ) @Bs N\
ci o & CL
Organisme C A Y
® & o
A3
A2Q
c) Q-\ J.,lnz
20 MR AR
- / \". (),f; ‘\

B Cs 0 C6 ¥

/ C‘l
BY |
/ A
|/
o @ o
{A3

FiG. 7.2 — La représentation schématisée de passage d’un ensemble d’alignements entre
les séquences de trois organismes au graphe associé. a) Les rectangles représentent des
régions impliquées dans un alignement. Les régions C2 et C3, dans 'organisme C, se
chevauchent. b) Le graphe associé. ¢) Les composantes connexes du graphe associé sont

encadrées.
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les séquences conservées dans la totalité des génomes considérés mais aurait, en
méme temps éliminer la notion de transitivité décrite précedemment.
Nous en sommes restés a la modélisation par composantes connexes afin de per-
mettre apparition des homologies éloignées dont la prise en compte nous a semblé
particuliérement adaptée dans le cadre de la recherche des ARNnc, divergeant ra-
pidement en séquence.

e Notons enfin que cette formalisation fait 'abstraction des scores de pertinence
des alignements donnés habituellement par les outils d’alignement deux-a-deux.
Cette information pourrait étre prise en compte, par exemple, en associant des

poids aux arétes du graphe d’alignement.

7.1.2.2 Deuxiéme formalisation

Motivation Dans I'exemple présenté sur la figure 7.2 a) les séquences C2 et C3, de
I'organisme C, se chevauchent. Cette information est perdue dans le graphe associé, tel
qu'il est défini dans 7.1.2.1 (figure 7.2 b) et ¢)). Or, un tel chevauchement peut indiquer
la présence d’une sous-région conservée, correspondant a la région de chevauchement,

qui serait conservée dans toutes ces séquences.

A2

C1

F1G. 7.3 — Représentation du graphe d’alignements avec la prise en compte du voisinage :
la graphe correspondant au réseau d’alignement 7.2a). L’aréte (C2, C'3) est rajoutée car
C2 et C3 sont chevauchants.

Pour cette raison, dans la deuxiéme version de RNAsim, nous avons introduit un
autre type d’arétes dans le graphe d’alignement, entre les sommets correspondant des
deux séquences du méme réplicon d’un organisme, qui se chevauchent entre elles ( 'aréte

entre les sommets C2 et C3, fig. 7.3).
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Un autre cas de figure peut se présenter lorsque les séquences du réseau d’alignement
appartenant au méme génome et au méme replicon sont situées a une courte distance
I'une de Pautre (le cas des séquences A4 et A5, B4 et B5 ou bien C5 et C6, sur la
fig. 7.2). Ces séquences, situées a proximité immédiate peuvent, en réalité, appartenir
a un méme élément dont deux régions conservées sont espacées par une courte région
variable. Il peut étre judicieux d’indiquer leur lien “spatial” par ’attribution d’'une aréte
entre de tels sommets (fig. 7.3) et éviter ainsi qu'’ils soient considérés séparément.

Par conséquent, nous modéliserons, dans le graphe d’alignements, ces deux cas de
figure en les englobant dans une notion de woisinage, ou le chevauchement entre deux
séquences sera vu comme le cas spécial de la relation du voisinage. Des séquences proches
engendreront des sommets voisins qui, eux, seront reliés par une aréte dans le graphe
d’alignements.

Dans un deuxiéme temps, nous proposons une opération de “fusion” des sommets
(ou prédictions) voisins afin de réduire le nombre de sommets dans le graphe.

Ces nouvelles connections entre les sommets d’un graphe d’alignements ont été dé-

finies dans la deuxiéme modélisation a laquelle j’ai contribué.

Formalisation Voisinage

Soit v € Z. Nous dirons que deux sommets X1 et X2 sont sommets v-voisins si et
seulement si O(X1) = O(X2) et C(X1) =C(X2) et

(z(X1) — y(X2) <wvet 2(X1) > (X)) ou (z(Xz) — y(X1) < v et 2(X2) > 2(X)))

Lorsque X1 et X2 sont v-voisins et v < 0 on dira que X1 et X2 se chevauchent.

Pour un v fixé, nous définissons les arétes associées a la relation de wv-voisinage,
comme les arétes entre tous les X,Y € V tels que X et Y sont v voisins.

Nous définissons maintenant 1’opération de “fusion”, qui transforme tous les som-
mets v-voisins en un seul sommet.
Fusion
Soit H une composante connexe du graphe d’alignements Gg associé au réseau d’ali-
gnements R et soient V,(X), X € H tous les sommets appartenant & H qui sont des

v voisins de X. L’opération de fusion crée d’abord un nouveau sommet X’ tel que
OX")=0(X), C(X")=C(X), B(X') = B(X) et que

z(X') = min(z(V,(X))) et y(X') = max(y(V,(X)))
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et remplace ensuite V,(X) dans G par X', en remplacant toute aréte {Y, X,,} € E,
pour tout X, € V,(X) par une aréte {Y, X'}.

7.1.2.3 Conclusion

Dans cette partie j’ai présenté la représentation d’un réseau d’alignements par un
graphe et l'utilisation de cette représentation pour inférer la conservation dans n gé-
nomes a partir des alignements deux-a-deux.

La modélisation a été élaborée dans la premiére version de RNAsim, représentant
les séquences alignées par les sommets du graphe et la relation d’homologie entre deux
séquences, par une aréte dans le graphe entre les sommets correspondants.

En me fondant sur cette modélisation, j'ai rajouté la prise en compte du voisinage
des deux séquences en introduisant les arétes entre les sommets correspondant aux
séquences du méme génome dont les coordonnées génomiques sont proches. Ce nouvel
élément ainsi que 'opération “fusion” de tous les sommets voisins en un seul sommet
ont permis de réduire considérablement le nombre de sommets dans le graphe (voir la
section 7.2.2.4).

Dans la suite du manuscrit, je présente la mise en oeuvre pratique de la méthode

présentée dans RNAsim.

7.2 Implémentation de RNAsim

L’outil RNAsim met en pratique la méthode présentée. Il prend en entrée des ali-
gnements définis par un couple de séquences avec réplicons et organismes auquels elles
appartiennent, ainsi que leurs coordonnées génomiques. Nous ne précisons donc pas le
type d’alignement ni I’appartenance des séquences & une catégorie spécifique.

En effet, la méthode présentée peut étre appliquée a tout type d’alignement deux-
a~-deux (les alignements du type Blast, Fasta, Yass ou autres, voir Brown (2008) pour
une revue partielle des outils d’outils d’alignements deux-a-deux) tandis que les sé-
quences alignées peuvent, a priori, appartenir a tout groupe des séquences génomiques
(séquences codantes, intergéniques, régions 5 UTR etc.).

Dans son implémentation pratique pour la recherche des ARNnc, RNAsim se focalise
sur les séquences appartenant aux régions intergéniques “vides” (ne contenant pas de

séquences codantes annotées sur aucun des deux brins).
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Dans le but de restreindre le nombre d’alignements considérés aux plus pertinents
d’un point de vu de la recherche des ARNnc, 'application de différents filtres sur les
séquences et sur les alignements peut étre envisagée.

Dans la partie qui suit, nous présentons d’abord les filtres intégrés dans RNAsim et
ensuite les différentes étapes permettant d’arriver aux candidats ARNnc dans plusieurs

génomes a partir des séquences génomiques annotées.

7.2.1 Filtres sur les séquences et les alignements

Longueur des régions intergéniques a considérer
Un premier filtre intégré dans RNAsim est la taille minimale des régions intergéniques
considérées pour effectuer les recherches de similarités avec Blast. Les régions inter-
géniques courtes, classiquement de taille inférieure & 100nt, sont nombreuses dans les
génomes bactériens. La plupart des ARNnc découverts a ce jour se trouvant dans des
régions intergéniques plus longues (Hershberg et al. (2003)), ’élimination des régions
intergéniques au-dessous d’une certaine longueur n’élimine probablement pas ou peu de
séquences contenant de vrais ARNnc. De plus, ces courtes séquences, localisées souvent
dans les opérons, étant en général, trés conservées, apportent du “bruit” supplémentaire
aux résultats.

Filtre sur des régions intergéniques spécifiques
Dans certains cas, il peut étre souhaitable d’exclure certaines régions spécifiques de
I’analyse. Ceci est possible dans RNAsim, sous condition de connaitre les coordonnées
génomiques de ces régions et de les soummetre au bon format.

Les filtres sur les alignements Blast
Il est possible de fixer la longueur minimale, la E-value et le taux d’identité des aligne-
ments Blast & considérer dans la construction du graphe. Cette option a été créée afin
de permettre I’élimination des alignements courts ou a faible pourcentage d’identité
dont la signification biologique est discutable et qui encombrent les résultats.

Ces filtres sont actuellement utilisés dans RNAsim a travers leur implémentation
dans QRNA (voir le filtre suivant).

Filtre QRNA
QRNA analyse un alignement deux-a-deux afin d’identifier ’existence de mutations

compensatoires au sein des séquences alignées et par conséquent 1’existence de struc-
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ture secondaire conservée (voir section 6.1.0.1). Ce filtre permet donc de restreindre les
alignements & ceux qui sont potentiellement structurées et d’en diminuer considérable-
ment le nombre.

En revanche, il présente l'inconvénient de l'augmentation considérable du temps
d’exécution de RNAsim ainsi que la nécessité d’introduire une nouvelle étape dans
RNAsim permettant d’effectuer les assemblages des séquences découpées par QRNA
(voir 6.1.0.1 et 8.7).

7.2.2 Etapes de RNAsim

Nous présentons ici les principales étapes de RNAsim en suivant un exemple simple

de comparaison de trois génomes.
7.2.2.1 Les entrées RNAsim

Entrée: les génomes annotés

Organisme A Organisme B

Organisme C

F1G. 7.4 — Entrées RNAsim : les séquences annotées de trois génomes A, B et C (repré-
sentées ici sous la forme circulaire). A partir de 'annotation de chacun des génomes, les

régions intergéniques sont extraites et comparées deux-a-deux a l'aide de WU-Blast.

Au départ nous devons disposer de plusieurs séquences génomiques d’organismes
suffisamment proches pour étre susceptibles de contenir des régions conservées codant
pour des ARNnc. Ces séquences doivent disposer d’'une annotation des génes et no-
tamment de leurs positions afin que les régions intergéniques puissent étre extraites

(schématisé dans la figure 7.4 dans le cas de comparaisons entre trois génomes). Si,
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de plus, cetaines régions sont a exclure de I'analyse, nous devons disposer de leurs

coordonnées génomiques.

7.2.2.2 Préparation des données

Les régions intergéniques sont extraites de n organismes et pour chaque couple
d’organismes (n(n — 1)/2 en tout), les comparaisons entre leurs régions intergéniques
respectives sont faites a I’aide de WU-Blast (Gish (1996)).

Sur les alignements Blast obtenus, le filtre de longueur d’alignement minimal, de
taux d’identité et de la E-value sont appliqués (si de tels filtres sont définis par 1'utili-
sateur). Le filtre QRNA est appliqué ensuite.

A partir des alignements retenus par QRNA (les alignements étiquetés par QRNA
comme ARN), un certain nombre d’opération sont effectuées sur les alignements afin de

“recoller” les alignements découpés par QRNA et fusionner les alignements redondants.

7.2.2.3 Passage de ’alignement au graphe et construction des composantes

connexes

Dorénavant nous supposerons que le paramétre de voisinage est v fixé a 20.

Le graphe d’alignements est construit a partir des alignements retenus (fig. 7.5a),
a gauche). Notons que les sommets B2 et B3, A2 et A3, et, C2 et C3, se trouvent a
une distance inférieure a 20nt et par conséquent les sommets correspondants sont reliés
par les arétes, représentées en pointillé, indiquant qu’il s’agit des arétes associées aux
sommets voisins, pour v = 20.

Les composantes connexes de ce graphe sont alors calculées (fig. 7.5b).

7.2.2.4 Fusion

L’étape de la fusion permet de réduire le nombre d’éléments dans une composante
connexe en “fusionnant” tous les éléments voisins (fig. 7.5¢)), démarche décrite dans la
section 7.1.2.2).

Notons qu’en procédant ainsi, le nombre d’éléments des composantes connexes peut
étre réduit considérablement, spécialement dans le cas des composantes connexes de
grande taille (fig. 7.6). Par exemple, sur un jeu de données que nous avons utilisé, la

composante connexe comportant 884 éléments initialement a été réduite a 44 éléments,
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a) Passage de |'alignement au graphe
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F1G. 7.5 — (a)Passage des alignements retenus (indiqués en rectangles RNA) au graphe
d’alignements : les régions as”alignant correspondent au sommets. Les arétes relient les
sommets correspondant aux séquences présentes dans un méme alignement (indiquées
par les traits pleins) et aux sommets voisins pour un voisinage fixé & v = 20 (indiqués
par les traits en pointillés). (b) Les composantes connexes du graphe d’alignement.
Chacune des deux composantes connexes est encadrée. (¢) Fusion : les sommets voisins

sont fusionnés en un sommet.
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ce procédé réduisant donc sa taille d’un facteur 20. Notons que I’étape de fusion a été
intégrée plus tard et aprés I’analyse des premiers résultats obtenus sans cette étape. En
effet, le nombre d’éléments dans certaines composantes connexes était trop élevé pour
effectuer une analyse efficace (dans les cas extrémes une composante connexe comprend
plus de la moitié¢ des sommets du graphe d’alignements). L’étape de fusion a donc
permis, (comme le montre la fig. 7.6) de réduire la taille des composante connexes tout

en gardant la cohérence des résultats.
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MNombre d'él. dans les composantes connexes
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Fi1G. 7.6 — Réduction du nombre d’éléments dans les composantes connexes suite a
I’étape de fusion, présentée en échelle logarithmique. Les données de trois souches de
R. solanacearum (section 8.1). La droite x = y indique les composantes connexes ot le

nombre d’éléments n’a pas changé apreés la fusion.

7.2.3 Temps d’execution

A partir du moment ot les données sont préparées (voir section 7.2.2.2) le temps
d’exécution de RNAsim est essentiellement dii au temps d’exécutions des comparaisons
deux-a-deux de toutes les régions intergéniques des n(n — 1)/2 organismes a 'aide de

Blast aux analyse QRNA correspondantes.
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7.3 Sorties et autres fonctionalités

Nous décrirons ici la forme sous-laquelle les sorties RNAsim sont présentées, ainsi
que les post-traitements effectués sur ces sorties efin d’optimiser et de faciliter 'analyse

des résultats.

7.3.1 Sorties

Les résultats de RN Asim sont disponibles via une page web (http ://cat.toulouse.inra.fr
/~ akozomara/cgi-bin/RNAsim /RNAsim.html). Ils sont présentés sous la forme d’un
tableau, regroupés en composantes connexes et triés en rang croissant selon la taille des
composantes (un apergu de la présentation d’'une composante connexe est donné sur la
figure 7.7 a).

Les éléments de chaque composante connexe sont présentés avec leurs coordonnées
génomiques, l'indication du brin d’ADN sur lequel la séquence a été identifiée et leur
longueur (fig. 7.7). Le G+C% de chaque élément est calculé : ceci a permis d’avoir un
apercu de leur composition et permet de voir si cette composition s’écarte du G+C%
moyen génomique (voir section 10.1). Ce critére est également utile pour la prédiction
des ARNnc compte tenu du fait de ’étude du biais en composition des ARNnc réalisée
dans la premiére partie de la thése (section 4.2.2.3). Le tableau donne également un
accés aux fichiers des séquences au format FASTA et GFF (General-Finding Format ou
General Feature Format). Ce dernier format permet l'intégration directe des résultats
issus de RNAsim dans I'outil de visualisation des génomes Apollo ( Lewis et al. (2002))
et son extension ApolloRNA (Cros et al. (2007)).

7.3.2 Post-traitement des sorties RN Asim

Différents outils ont été appliqués de facon systématique sur les données issues de
RNAsim afin de faciliter leur analyse. Ces outils sont de 3 types, a savoir i) alignement
des éléments des composantes connexes, ii) présentation du contexte génomique autour
des séquences candidates et iii) prédiction de la structure secondaire de ces séquences.
A chaque fois deux outils, mettant en oeuvre des principes différents, sont utilisés pour
compléter ’analyse des différentes composantes connexes.

Alinsi, pour chaque composante connexe issue de RNAsim, les éléments suivants sont
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(&) Présentation d'une composante connexe
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les éléments génomiques adjacents aux éléments de la composante connexe.

F1G. 7.7 — Présentation des sorties RNAsim : (a) présentation d’'une composante connexe
a 6 éléments avec les noms d’organismes, les positions, les longueurs des éléments, le
brin , le G+C% des éléments, leurs séquenég ]FASTA, la structure secondaire prédite par
RNAfold et le fichier GFF correspondant ; (b) I'alignement multiple obtenu & partir des
séquences des éléments dans la composante connexe; (c) ’assemblage; (d) le contexte

génomique des éléments est disponible via iANT ; (e) le tableau de synthénie présentant




pré-calculés et disponibles (via la page web) :
1. Alignement des éléments des composantes connezes
L’alignement multiple des séquences présentes dans une méme composante connexe
a l'aide de MultAlin (Corpet (1988)) (fig. 7.7b, élargie sur fig. 7.8) permet de
mettre en évidence le degré de similarité entre séquences d’'une méme composante
connexe. Cependant, I'alignement multiple ainsi généré est un alignement global
qui aligne toutes les séquences sur toute leur longueur. Or, lorsque les segments
chevauchants ont été intégrés dans la composante connexe au cours d’une des
étapes de RNAsim, aligner de telles séquences par un outil d’alignement global
n’a pas toujours de sens. C’ est pourquoi nous avons également utilisé I’outil d’as-
semblage de séquences CAP3 (Huang et Madan (1999)) (fig. 7.7c élargie sur fig.
7.9 ) qui est adapté a de telles situations, permettant d’aligner uniquement les

séquences présentant localement de fortes similarités.

2. Visualisation du contexte génomique
Lorsque nous analysons les résultats de RNAsim, la visualisation du contexte
génomique, c¢’est-a-dire la position de la séquence candidate par rapport aux génes
qui 'entourent, peut étre informative : certaines composantes connexes peuvent
ainsi étre caractérisées rapidement, comme par exemple les séquences ITS ou
les extrémités de séquences d’insertion (pour définition voir section 8.6). De plus,
cette fonctionnalité est utile lorsque nous nous intéressons a une fonction ou a une
région particuliéere du génome. Pour faciliter cette tache, le contexte génomique
de chaque élément est disponible via iANT (Thébault et al. (2000)) (fig. 7.7d
élargie dans fig. 7.10). La notion de synténie, introduite au moyen d’un tableau
de génes adjacents pour chaque séquence d’une méme composante connexe (fig.
7.7e élargie dans fig. 7.10), nous a été utile lors de 'analyse des résultats (section
10).

3. Calcul de la structure secondaire prédite
Une structure secondaire stable est caractéristique de nombreux ARNnc et d’autres
éléments de régulation structurés. C’est donc un élément important dans la pré-
diction de ces éléments. Pour cette raison, la structure secondaire prédite a I'aide
de RNAfold (Zuker (2003), Hofacker (2003)), est calculée pour tout élément de
longueur inférieure a 200nt (fig. 7.11). La limite en longueur a été imposée parce

que les calculs deviennent trop cotuteux quand ce seuil est dépassé mais aussi
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FiG. 7.8 — L’alignement multiple des séquences de la composante connexe présentée sur
la figure 7.7a.
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CTATAACGAGTATGTCTCGCTATAGGCTGAGTTCTCGCGTTGTGCCGTATTCCAAGCGGT
CTATAACGAGTATGTCTCGCTATAGGCTGAGTTCTCGCGTTGTGCCGTATTCCAAGCGGT
CTATAACGAGTATGTCTCGCTATAGGC TGAGT TCTCGCGTTGTGCCGTATTCCAAGCGGT

CTATAACGAGTATGTCTCGCTATAGGCTGAGTTCTCGCGTTGTGCCGTATTCCAAGCGGT

CTTTCGAT CAC TG TAATACTGGTTGATACAATCACAACCCAGTGTCGCGTTTAAATTGE
CTTTCGATCACTCOTAATACTGGT TGATACAATCACAACCCAATGTCGCGTTT - --TTGE
CTTTCGATCACTCOTAATACTGGT TGATACAATCACAACCCAGTGTCGCGTTTAAATTGE
CTTTCGATCACTCGTAATACTGGT TGATACAATCACAACCCAGTGTCGEGTTTAAATTGE
CTTTCGAT CACTCGTAATACTGGTTGATACAATCACAACCCAGTGTCGCGTTG- - -TTGT
CTTTCGATCACTCOTAATACTGGT TGATACAATCACAACCCAGTGTCGCGTTTAAATTGE

CTTTCGATCACTCGTAATACTGGT TGATACAATCACAACCCAGTGTCGEGTTTAAATTGE

GCGC - -CTCATCAACGCGCCOCGACACCTTTACTACATTCCATATTGTTAAAGAACAGCC
GAGCATCTCATCAATGCTCCGLGACACCTTTACTACATTCCATATTGTTAAAGAACAGCC
GG - - CTCATCAACGCGLC G GACACCTTTACTACATTCCATATTGTTAAAGAACAGCT
GCGC - -CTCATCAACGCGCCOCGACACCTTTACTACATTCCATATTGTTAAAGAACAGCC
GAGCATCTCATCAATGCTCCGCGACACCTTTACTACATTCCATATTGTTAAAGAACAGCC
GCGE - -CTCATCAACGCGCCGLGACACCTTTACTACATTCCATATTGTTAAAGAACAGCC

GCGC - -CTCATCAACGCGCCOCGACACCTTTACTACATTCCATATTGTTAAAGAACAGCC

GAGTTACTACTCGTCTTGGCAATGCCAAACGCARACACCGATCTCTCGATGCTTGCGTTT
GAGTTATTACTCGTC

GAGTTACTACTCGTCTTGGCAATGCCAAACGCAAACACCGATCTCTCGATGCTTGCGTTT
GAGTTACTACTCGTCTTGGCAATGCCAAACGCARACACCGATCTCTCGATGCTTGEGTTT
GAGTTATTACTCGTCTTGGCAATGCCAAACGCAAACACCGAAAACTCGATGCTTGLGTTT
GAGTTACTACTCGTCTTGGCAATGCCAAACGCAAACACCGATCTCTCGATGCTTGCGTTT

GAGTTACTACTCGTCTTGGCAATGCCAAACGCARACACCGATCTCTCGATGCTTGCGTTT

GGCTACCACAAGGTGT
GGCTACCACAAGGTGT
GGCTACCACAAGGTGT
GGCAACCACAAGGT

GGCTACCACAAGGTGT

GGCTACCACAAGGTGT

Fic. 7.9 — L’assemblage des séquences de la composante connexe présentée sur la figure

7.7a.
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et surtout parce que la qualité des prédictions diminue avec la longueur des sé-
quences (Doshi et al. (2004)). Il convient ici de rappeler que Rnafold n’utilise
pas l'information comparative contenue dans plusieurs séquences. C’est pourquoi
nous avons également utilisé CARNAC (Touzet et Perriquet (2004)), un outil ra-
pide permettant de prédire la structure secondaire commune a un ensemble de
séquences sur la base de la recherche des motifs en tige-boucle communs présen-
tant des mutations compensatoires. Nous avons volontairement limité 'utilisation
de CARNAC a des composantes connexes de moins de 6 éléments en raison de la
difficulté de I'analyse de résultats dans les cas des composantes connexes de taille

supérieure a 5.

Analysons a présent I’exemple présenté sur la figure 7.7. Les informations disponibles

Contexte génomique des éléments de la
COmposante connexe
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Tableau de synthénie:les élements adjacents aux éléments de la composante connexe RMNAsim sont

presentes
Dstaved N Dstawe &
Omgaisme | Codg | gache |ElAgawhe | aodssim | Ban Descrplin due | Badole | B Descrpiion
MOLE | MEDQ2 990 : MK00533 + | rspins: mgiEOrEOEn
Rdsioma RSC 1 R - + Ala RN 1 R + 235 abosomdl
Fdsoma | RS 1 Al - - 235 rilrsama 1 Al - Al TN
Ralsima RSC 1 Al . . 235 nimsamd 1 Al . fem A
2] IRCO0
Rdsmia | RS 1 Rl : : RIA-235 riosomd 1 Rl : Al A

FiG. 7.10 — La visualisation du contexte génomique de la composante connexe de la

figure 7.7a.
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dans la sortie RNAsim seules montrent immédiatement que les séquences des éléments
de la composante connexe sont trés homologues (I’alignement multiple, figure 77), et
pour la plupart presque identiques (pour 5 de 6 séquences I’assemblage est possible,
figure ?7). Ensuite, en inspectant le contexte et le tableau de synthénie (figure 7.10),
nous pouvons conclure que les éléments sont quasiment systématiquement entourés
par des ARNt et des ARNr. La structure secondaire prédite (figure 7.11) montre une
structure secondaire présentant une longue tige-boucle. L’ensemble de ces éléments
suggere qu’il s’agit de I’élément ITS (Goertzen et al. (2003)) conservé au sein des opérons

ribosomiques.
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F1G. 7.11 — Prédiction de la structure secondaire par RNAfold du premier élément de

la composante connexe de la figure 7.7a.
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Chapitre 8

Application au génome de

R. solanacearum

Nous présentons ici les résultats de I'utilisation de RNAsim sur les génomes de R.
solanacearum souche GMI1000 avec un certain nombre d’autres génomes.
Dans cette partie, la synthése des résultats sera présentée tandis que ’analyse dé-

taillée d’une partie des résultats sera exposée dans la partie suivante du manuscript.

8.1 Organismes comparés

Notre objectif scientifique étant la prédiction des ARNnc chez R. solanacearum au
moyen de RNAsim, nous avons constitué 4 jeux de données qui sont présentés dans le
tableau 8.1.

Les ARNnc divergent rapidement en séquence au cours de 1’évolution entre différents
organismes. Leur prédiction, sur la base d’'une conservation en séquences, est donc
facilitée lorsque les séquences de plusieurs souches du méme organisme sont disponibles.
C’est, pourquoi nous avons exploité, en plus de la séquence de la souche GMI1000 publiée
(Guidot et al. (2007)), les séquences de deux nouvelles souches Molk2 et TPO1609
générées dans le groupe de Christian Boucher, en collaboration avec le Génoscope. Ces
deux souches se différencient de la souche GMI1000 par leur spécificité d’hote ainsi que
par leur appartenance a un clade distinct de celui de la souche GMI1000.

Ensuite R. solanacearum a été comparé a F. coli. Chez cet organisme, on connait
74 familles d’ARNnc, en dehors des ARNt et ARNr (source Rfam) et il est, a ce jour,
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I'organisme le plus exploré d’un point de vue des ARNnc. Bien que phylogénétique-
ment éloignée de R. solanacearum, une comparaison entre les deux organismes pourrait
permettre d’identifier d’éventuels ARNnc conservés.

Par ailleurs, compte tenu de l'intérét de nos partenaires pour ’analyse du pou-
voir pathogéne, nous avons souhaité comparer R. solanacearum & un autre organisme
phytopathogéne Xanthomonas campestris pv. campestris. Bien que phylogénétiquement
distant de R. solanacearum, cet organisme a été choisi car, comme chez R. solanacea-
rum, son pouvoir pathogéne est dépendant d’un systéme de sécrétion de type III et des
effecteurs afférents dont certains sont trés conservés entre les deux bactéries (Christian
Boucher, communication personnelle). Par ailleurs, il a été montré que des régulateurs
de transcription de I’expression de ces génes sont conservés entre les deux organismes,
laissant présager qu'une convergence pourrait également exister en termes d’ARN ré-
gulateurs qui serait impliqués dans le controle de la pathogénie.

Enfin, il était aussi important de comparer le génome de la souche GMI1000 de
R. solanacearum a lui-méme, dans la mesure ou certains ARNnc peuvent étre présents
en plusieurs copies dans un génome ( par exemple, les ARNnc PrrF1 et PrrF2 chez
P. aeruginosa ont été découverts en tant que répétitions, Wilderman et al. (2004)).
Ce procédé pourrait notamment permettre d’identifier les ARNnc souche-spécifiques,
présents en plusieurs copies dans un génome.

Toutes les séquences publiques utilisées pour cette étude ont été obtenues & partir
du NCBI
(ftp ://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/ en Novembre 2007). Les séquences géno-
miques des souches TPO1609 et Molk2 de R. solanacearum ont été fournies par nos

partenaires biologistes.

8.1.1 Constitution de ’ensemble des séquences utilisées

Dans tous les génomes utilisés, les régions intergéniques de longueur inférieure a
80nt ont été éliminées, ainsi que les séquences des ARNt et ARNr. La longueur de 80nt
a été choisie pour éliminer les régions intergéniques dans lesquelles les ARNnc ont peu
de chance d’étre localisés du fait de la faible taille de la région (voir aussi section 7.2.1).
A titre d’exemple, dans le chromosome de R. solanacearumGMI1000, 1463 régions sur

3062 régions intergéniques sont de longueur inférieure a 80nt.
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Jeux de données | Organismes But recherché
1 e 3 souches de R. solanacea- | Recherche des ARNnc dans
rum le génome de R. solanacea-
rum
2 o R. solanacearum GMI1000 | Recherche des ARNnc im-
o X. campestris pv. campes- | pliqués dans la pathogénie
tris str. 8004
3 o R. solanacearum GMI1000 | Recherche des ARNnc com-
oF. coli K12 muns a F. coli et R. solana-
cearum
4 o R. solanacearum GMI1000 | Recherche des ARNnc,
souche spécifiques, répétés
dans le génome

TAB. 8.1 — Résumé des jeux données utilisés dans I'application de RNAsim sur les

séquences génomiques.

Nous avons inclus, dans les séquences & comparer, les ORF courtes (longueur in-
férieure & 300nt). La raison en est que l'annotation du génome de R. solanacearum
contient un certain nombre d’'ORF de petite taille pour lesquelles des génes homologues
ne sont pas décrits dans d’autres organismes et qui pourraient de ce fait avoir été

prédites en tant que régions codantes abusivement. Elles sont au nombre de 494.

8.2 Parameétres initiaux

Pour la comparaison des régions intergéniques des différents organismes nous avons
utilisé WU-Blast (version 2.2.6) avec le schéma de score par défaut. La longueur mini-
male du mot d’ancrage W a été fixée a 8 (sa taille par défaut étant de 11). Ce choix a été
réalisé pour permettre aux séquences de moins de 11 nucléotides consécutifs identiques
d’étre prises en compte : en effet, les ARNnc conservés ne doivent pas obligatoirement
contenir un si long enchainement de nucléotides identiques. La diminution de la lon-
gueur de mot d’ancrage augmentant considérablement le temps de calcul, la valeur 8
a été choisie comme étant un compromis entre une vitesse réaliste d’exécution et la

sensibilité de Blast. La E-value maximale a été fixée a 0.01.
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Pour QRNA, les valeurs par défaut ont été utilisée.

La taille de la fenétre glissante a été fixée & 150nt, valeur maximale. La valeur de
pas a été également fixée a 150.

Le paramétre de chevauchement dans le calcul des composantes connexes a été fixé
a 1 : ainsi toutes les séquences se chevauchant sont mises dans la méme composante
connexe. Dans un premier temps, les séquences courtes ont été laissées dans le graphe.

[’application de RNAsim ainsi paramétré a donné lieu a des résultats difficiles a in-
terpréter. Pour chacun des jeux de données utilisés une composante connexe « géante »
était obtenue. Par exemple, dans le cas de la comparaison des trois souches de R. so-
lanacearum, 8180 éléments sont obtenus avant I’étape de fusion. 5160 de ces éléments
appartiennent a une seule composante connexe alors que les autres éléments se répar-
tissent dans 979 composantes connexes restantes. Une situation similaire se produit
dans le cas des autres jeux de données. Aprés ’étape de fusion le nombre d’éléments a
été réduit a 4628 et la taille de la grande composante connexe a 2040 éléments.

Méme si, d’un point de vue de I’étude comparative des génomes, ces résultats sont
intéressants, ils restent néanmoins difficiles & analyser dans le cadre de la détection des
ARNnc. Les questions de “comment identifier les liens existants entre ces 2040 éléments”
et de “savoir si cette composante connexe avait un sens biologique” se sont posées. Cette
derniére question est abordée plus amplement dans la section 8.7. On peu déja dire que
certains des alignements n’ont pas de pertinence biologique. Pour un nombre important
des alignements a taux d’identité entre 50% et 70% il s’agissait des longs segments de
G ou C alignés, résultant de la comparaison de deux séquences G+C riches et pour

lesquelles la fréquence d’apparition aléatoire de telles structures est importante.

8.3 Restriction selon la taux d’identité des alignements

Nous avons effectué des tests en utilisant différents jeux de paramétres afin de
contourner I’écueil de formation d’une grande composante connexe. Quelques pistes
explorées sont : la contamination par les alignements courts, les paramétres de WU-
Blast et notamment les pénalités de gap ainsi que le taux d’identité des alignements
trop peu élevés pour éviter les alignements peu pertinents. Ce dernier critére a permis
de réduire la taille des composantes connexes a une taille raisonnable et de rendre aux

connexions entre les différentes séquences un sens biologique. Les autres pistes sont res-
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tées sans effet. Nous avons donc fixé & 70% le seuil inférieur de pourcentage d’identité
en dessous duquel les alignements ont été considérés comme non-significatifs. Cette so-
lution a permis de diminuer considérablement le nombre d’arétes 4 manipuler dans le
calcul des composantes connexes. Avec la contrainte de 70% sur le pourcentage d’iden-
tité, la taille de la plus grande composante connexe est de 51 éléments. De plus, et
contrairement a la composante « géante », cette composante est facilement expliquée

par ses éléments (section 8.4).

8.4 Reésultats

Nous présenterons d’abord une vue globale des résultats a travers 'effet des filtres
du taux d’identité et de QRNA. Ensuite, nous présenterons une synthése des résultats

pour chacun des jeux de donnés définis.

8.4.1 Analyse de l'effet des filtres

Un premier filtre, préalable a ’analyse comparative, a consisté a enlever les régions
intergéniques de longueur inférieure a 80nt et les régions correspondantes aux ARNt et
ARNT, laissant 2332 séquences, pour les chromosome et mégaplasmide confondus de la
souche GMI1000, sur lesquelles ’analyse comparative a été effectuée.

Le nombre de régions retenues dans chacune des phases préliminaires & la construc-
tion des composantes connexes est donné dans le tableau 8.2.

Un nombre important de régions est conservé entre la souche GMI1000 et les deux
autres souches. Ceci est attendu, étant donné qu’il s’agit des génomes des différentes
souches de la méme bactérie, donc des génomes présentant une méme organisation gé-
nétique. En revanche, le nombre de régions conservées est moins important dans le cas
de la comparaison avec X. campestris. Dans le cas de la comparaison avec le génome
de E. coli la conservation est rare. Ces résultats sont cohérents avec la distribution
phylogénique des organismes utilisés, les trois souches de la béta-proteobactérie R. so-
lanacearum étant trés proches et plus éloignées des génomes des gamma-protéobactéries
X. campestris et E. coli. Néanmoins, nous aurions pu nous attendre & ce que le génome
de X. campestris soit plus proche de R. solanacearum que du génome de E. coli :

X. campestris, tout comme R. solanacearum est une bactérie phytopathogéne. De plus,
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GMI1000 | Organismes comparés | Blast(Eval=0.01) | ID%>70 | QRNA
IPO1609 1640 1406 812
Molk2 1840 1501 865
2332 GMI1000 580 209 91
X.c. 8004 068 38 4
E.c Ki2 o4 9

TAB. 8.2 — Le filtre effectué sur les IGR. dans les étapes préalables & la construction
du graphe, pour les différents génomes comparés avec le génome de R. solanacearum
GMI1000 : TPO1609, souche Molk2, X. campestris pv. campestris str. 8004 (XC 8004) et
E. coli K12 (EC K12). Colonne Blast : le nombre d’'IGR de R. solanacearum GMI100
présentant des homologies WU-Blast avec les IGR des autres génomes utilisés pour
comparaison. Colonne Blast ID>70% : le nombre d’IGR présentant des homologies a
pourcentage d’identité supérieur a 70%. Colonne QRNA : le nombre d’IGR présentant
des homologies étiquetées comme ARN par QRNA. Dans le cas de la comparaison

GMI1000-GMI1000 uniquement les régions non-identiques ont été comptées.

le génome de X. campestris, comme celui de R. solanacearum est riche en G+C. No-
tons que le filtre de 70% d’identité accentue davantage cette différence : le nombre
d’alignements retenus ne varie pas dramatiquement dans le cas des trois souches de R.
solanacearum tandis que dans le cas de X. campestris et d’E. coli le nombre de régions
retenues diminue pour atteindre quelques unités.

L’étape QRNA filtre de fagcon importante les régions intergéniques retenues (dans
le cas des 3 souches de R. solanacearum le nombre de régions est réduit d’un facteur
2). De ces résultats nous pouvons conclure que QRNA est un filtre utile pour réduire

le nombre de régions intergéniques a considérer. Néanmoins, la pertinence de ce filtre

reste & établir (voir section 8.7).

8.4.2 Résultats de comparaison de trois souches de R. solanacea-

rum

4628 éléments, tous génomes confondus sont issus de la comparaison des trois souches
de R. solanacearum. Ces éléments sont repartis en 1708 composantes connexes. La classe

la plus peuplée, contenant 876 composantes, correspond aux composantes contenant
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deux éléments et la plus grande des composantes contient 52 éléments.

Toutes les composantes Composantes connexes
connexes de taille =3

g
f=isls]
|

BGO
1
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|
Mombre de composantss connedes

Mombre de composantes connex
40
|

30 52 4 56 11 13 8 s 52

2+
I

a1
@
@

Talle de la composants connese Taile de la composante connexe

F1G. 8.1 — La répartition du nombre de composantes connexes en fonction de leur taille.
A gauche, la totalité des composantes connexes, a droite les composantes connexes de

taille supérieure a 3.

Le grand nombre de composantes connexes a 2 éléments indique que, dans un nombre
important de cas, la correspondance existe seulement dans deux des trois génomes consi-
dérés (fig. 8.1). Les composantes connexes a 2 éléments correspondent essentiellement
aux régions conservées entre les souches TPO1609 et Molk2 et absentes de la souche
GMI1000, cette derniére étant plus éloignée phylogénétiquement (Fegan et Prior (2005)
et Christian Boucher, communication personnelle). Dans la suite de Panalyse, toutes
les composantes connexes ayant des éléments dans seulement deux des trois génomes
comparés n'ont pas été expertisées. Leur conservation dans seulement deux des trois
souches est un argument en défaveur d’une conservation fonctionelle.

Un grand nombre de composantes connexes ont été analysées en détail et les résultats
les plus intéressants issus de cette analyse seront présentés dans la section 10. Toutefois,
a ’aide des tableaux de synténie et & I’examen du contexte génomique, la nature de
la majorité des composantes connexes de grande taille a pu étre identifiée immeédiate-
ment. Les composantes connexes a 19 et 51 éléments correspondent a des structures
palindromiques présentes aux extrémités de séquences d’insertion. La composante a

29 éléments correspond a un terminateur de transcription. Le cas de la composante
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connexe a 41 éléments est différent : ses éléments correspondent a une longue répétition
quasi-palindromique que nous avons identifié dans le génome de R. solanacearum. Son
analyse ne sera pas présentée dans le cadre de la thése. Dans une premiére analyse
des résultats de RNAsim ayant pour but la recherche des ARNnc toutes ces compo-
santes peuvent étre éliminées comme correspondant a des éléments structurés autres
que ceux recherchés. Au terme de cette premiére analyse, il reste dans le génome de R.

solanacearum 1105 candidats pour des ARNnc a expertiser individuellement.

8.4.3 Résultats de comparaison GMI1000-GMI1000

La comparaison intra-génomique a donné lieu & 39 composantes connexes. 28 cor-
respondent & des composantes a deux éléments. La plus grande composante connexe
contient 11 éléments. La majorité de ces composantes se situe au sein d’une région de
31 kb dupliquée en tandem sur le mégaplasmide de R. solanacearum GMI1000 (Sa-
lanoubat et al. 2002b) et ont donc peu de chance de correspondre & des ARNnc. La
majorité des 11 composantes connexes restantes d’ordre supérieur correspond aux sé-
quences d’insertion et a des séquences présentes aux sein des opérons codant pour les
protéines ribosomiques. La composante connexe a 8 éléments correspond a la répétition
quasi-palindromique présente dans la comparaison entre trois souches de R. solanacea-
rum. Bien que nous n’ayons pas eu l'occasion d’analyser en détail I’ensemble de ces
résultats, nous avons pu identifier au sein de ces candidats la présence d’un élément de
régulation potentiel qui sera présenté en détail dans le chapitre Candidats (les élements

en amont des génes popF1 et popF?2, section 10.3.1).

8.5 Autres résultats

Les comparaisons entre R. solanacearum GMI1000 et X. campestris ainsi qu’avec
E. coli générent un faible nombre d’éléments (voir tableau 8.2). L’analyse des résultats
de comparaison avec X. campestris montre que la plupart des régions conservées cor-
respondent aux ORF courtes conservées entre deux organismes. Cette analyse suggére
que d’éventuels ARNnc communs entre ces deux organismes ne sont probablement pas
conservés en séquence.

Quand a la comparaison avec E.coli, un élément conservé est adjacent, dans les deux
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organismes, aux séquences d’insertion qui sont vraisemblablement communes a ces deux
génomes (séquence insC de E. coli et séquence IsRsol0a de R. solanacearum).

Deux autres éléments correspondent, dans les deux génomes, a des séquences dans les
régions 3’UTR des génes ot des terminateurs rho-indépendants ont été prédits suggérant
qu’il s’agit, en fait, des terminateurs conservés entre les deux organismes. Néanmoins,

la possibilité qu’il s’agisse des ARNnc n’est pas définitivement exclue.

8.6 Eléments de validation de RN Asim

L’analyse préliminaire des résultats a permis d’apporter quelques éléments de va-
lidation de RNAsim. En effet, nous avons pu retrouver un certain nombre d’ARNnc
connus et aussi plusieurs éléments génomiques connus pour étre structurés et conservés

dans les différents organismes. Nous les présentons ici.

8.6.1 Les ARNnc connus retrouvés

9 familles ARNnc R. solanacearum autres que les ARNr, ARNt, et tmRNA sont
annotés a ce jour (tableau 1.2). Dans notre analyse, nous avons retrouvé 8 de ces
9 éléments. Le candidat manquant correspond & un des 2 exemplaires de riboswitch
yybP-ykoY, le second exemplaire ayant été éliminé dans I'étape QRNA. Ces résultats

seront discutés plus amplement dans la section 8.7.

8.6.2 D’autres éléments structurés retrouvés

RNAsim a permis de retrouver plusieurs éléments génomiques conservés, apparte-
nant aux régions intergéniques et connus pour étre structurés. On peut citer les éléments
ITS et les séquences d’insertion.

Les éléments ITS
Les éléments ITS (Internal Transcribed Spacer) sont des éléments génomiques se trou-
vant dans I’espace inter-ARN dans les opérons ribosomiques. Ils ont un roéle important
dans le positionnement des sous-unités du ribosome et dirigent leur propre excision
du transcript. Les éléments I'TS sont hautement variables relativement aux séquences

d’ARNr mais leur structure secondaire est souvent conservée méme entre des organismes
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phylogénétiquement éloignés (Goertzen et al. 2003). Le chromosome de R. solanacea-
rum GMI1000 contient 3 opérons ribosomiques et le mégaplasmide en contient un. A la
suite de ’analyse par QRNA, ’ensemble des éléments I'TS ont été regroupés dans une
méme composante connexe.
Les bordures de séquences d’insertion IS

Plusieurs composantes connexes correspondent au regroupement d’extrémités de sé-
quences d’insertion (IS). Or pour la majorité des IS, il a été montré que la séquence co-
dante de la transposase est flanquée par des courtes répétitions inversées (les séquences
IR) allant de 10 & 40nt et susceptibles de former des structures en tige-boucle ou des
structures cruciformes (Cozzuto et al. (2008)). Ce sont bien ces régions conservées et

structurées qui ont été identifiées au cours de notre analyse.

8.7 RNAsim : discussion et perspectives

RNAsim est un outil développé dans le but de recherche des ARN non-codant &
I’aide de ’approche comparative utilisant plusieurs génomes. Il regroupe et synthétise
les résultats de comparaisons deux-a-deux de plusieurs génomes de fagon cohérente et
applique, sur ces résultats un ensemble d’outils facilitant leurs analyse.

Néanmoins, RNAsim peut étre vu comme un outil d’exploration des génomes d’un
point de vue de la conservation des régions intergéniques. En effet, des éléments conser-
vés structurés autres que les ARNnc ont pu étre mis en évidence a 1’aide de RNAsim
(voir section 8.6).

Les résultats obtenus dans la comparaison entre 3 souches de R. solanacearum sont
encore trop nombreux pour étre repris tels quels et nécessitent d’étre expertisés indi-
viduellement avant d’enterprendre une validation par des méthodes de biologie. Nous
présentons ce travail dans la partie suivante de cette thése (chapitre 10).

RNAsim

Dans le travail présenté le graphe d’alignements a été construit de facon directe :
un alignement donnait une aréte entre les sommets correspondants aux régions impli-
quées. Notre but ayant été de développer un outil rapidement opérationnel donnant des
résultats cohérents afin de générer les candidats d’ARNnc dans le génome de R. solana-
cearum, nous ne nous sommes pas attardés a réaliser une modélisation plus sophistiquée

du réseau d’alignements. Par conséquent, toutes les composantes connexes sorties de
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RNAsim ont la méme pertinence. Or, les outils sous-jacents, Blast et QRNA possédent,
chacun un systéme d’évaluation de pertinence des résultats générés. D'un point de vue
de la modélisation du réseau d’alignements, les perspectives de RNAsim pourrait s’ins-
crire dans l'introduction d'un score de pertinence des alignements considérés, par le
biais d’attribution d’un poids aux arétes. L’introduction d’un tel score permettrait une
classification des prédictions selon leur pertinence. L’introduction de la notion de score
permettrait également de définir un filtre sélectionnant les composantes connexes se
trouvant dans un intervalle spécifique, adaptée a la distance phylogénétique des gé-
nomes comparés. Un tel filtre a été, en quelque sorte, simulé lorsque les alignements ont
été restreints a ceux dépassant 70%. Néanmoins, ce filtre qui semblait adapté a la com-
paraison des trois souches de R. solanacearum a donné peu d’éléments de conservation
dans le cas des organismes plus éloignés comme X. campestris ou FE. coli. Néanmoins,

la difficulté a combiner les scores lors de la fusion d’alignements reste a étudier.

Du point de vue de I'implémentation des fonctionalités manquantes de RNAsim,
nous avons pu constater le besoin d’accéder aux différents alignements associés a une

composante connexe. Actuellement, leur recherche doit étre faite manuellement.

Du point de vu technique, RNAsim peut étre considérablement amélioré notamment
en rendant automatique ’exécution des différentes étapes et la gestion des options et
des filtres.

Enfin, lors de ’analyse des résultats de RNAsim nous avons pu constater que le
filtre QRNA n’a pas été toujours adapté : certains alignements ont été rejetés en raison
de leur trop grande homologie. Ceci est justifié du point de vue de 'approche QRNA
car les mutations compensatoires n’ont pas pu étre identifiées dans de telles séquences.
Néanmoins, le rejet des tels alignements situés a l'intérieur des régions intergéniques
ne nous semble pas justifié d’un point de vue de la recherche des ARNnc dans des
organismes différents. En effet, de telles conservations au sein des régions intergéniques
longues pourraient mettre en évidence I'importance de ces régions pour la biologie
de l'organisme et pourraient indiquer la présence d’ARNnc. L’absence de mutations
compensatoires peut étre lié a ’absence de la structuration dans les ARNnc potentiels
ainsi qu’a ’absence de divergence suffisante dans les génomes trés proches (par exemple,
les différentes souches d’'un méme organisme). Un deuxiéme inconvénient de QRNA, lié a
son utilisation dans les génomes G+C% riches est que I’estimation de ses paramétres par

défaut a été effectuée sur des génomes simulés, avec un G-+C% autour de 50%. De ce fait,
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le nombre de prédictions dans les génomes G+C% riches est probablement surestimé

(Rivas et Eddy (2001)). Au regard cette analyse, une recherche basée uniquement sur la

similarité en séquences est a envisager. Le filtre de QRNA pourrait, par exemple, étre

remplacé par une recherche en séquence plus stringeante générant moins de candidats.
Analyse des résultats

Lors des analyses intermédiaires des résultats de RNAsim nous avons observé la
formation systématique d’une composante connexe “géante”. La possibilité qu’il s’agisse
d’'un phénoméne spécifique au génome de R. solanacearum ou des génomes G+C%
riches a été écartée aprés que le méme phénoméne ait été observé lors de I'application
de RNAsim sur le génome de Staphylococcus aureus, un génome A+T% riche.

Ce probléme a été résolu en fixant un seuil de taux d’identité plus élevé pour les
alignements retenus, la question des raisons de sa formation au sein du réseau d’aligne-
ments persiste. Nous pouvons nous poser la question de la structure de la composante
connexe géante : s’agit-il d’un sous-graphe au sein duquel tous les sommets sont connec-
tés entre eux ou plutot d’un sous-graphe composé de “clusters” fortement connectés avec

les arétes connectants ces

clusters” entre eux ? Pour explorer la structure de la compo-
sante connexe, des outils d’analyse de graphes complexes, tels que HMETIS (Caldwell
et al. (2000)) pourraient étre utilisés.

Dans les discussions sur cette question, un autre point de vue nous a été suggéré avec
I’observation que la formation des composantes connexes géantes était une propriété
des graphes aléatoires. Les graphes aléatoires sont les graphes dont les arétes entre les
sommets du graphe sont attribuées de facon aléatoire, selon une loi de probabilité. Une
hypothése a explorer, afin d’expliquer le phénoméne de la formation des composantes
connexes géantes au sein des graphes d’alignements, serait le lien entre les graphes
d’alignements et les graphes aléatoires (pour la définition d’un graphe aléatoire voir,
par exemple, Reka et Albert-Laszlo (2002) et pour les conditions de formation de la

composante connexe “géante” voir, par exemple Newman (2003)).

Apreés 'analyse des candidats générés par RNAsim dans R. solanacearum nous pou-
vons nous poser la question de savoir si notre choix des jeux de données a été judicieux.
En effet, méme si les trois souches séquencées de R. solanacearum présentaient une
occasion privilégiée pour détecter des ARNnc dans cet organisme, du fait de leur proxi-
mité phylogénétique, un grand nombre de candidats a été généré. D’un autre coté, les

recherches complémentaires dans les organismes plus éloignés n’ont pas donné lieu a
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assez de conservations pour que les éventuels ARNnc communs soient détectés. Dans
I’analyse détaillée des candidats nous avons pu constater une conservation presque sys-
tématique des candidats prometteurs trouvés chez R. solanacearum dans le génome de
Ralstonia pickettii, un autre génome du groupe des Ralstonia, séquencé depuis peu. Par
conséquent, I'utilisation de ce génome, ensemble avec les trois souches de R. solanacea-
rum aurait probablement permis une réduction importante du nombre de candidats a

analyser.
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Quatriéme partie

L’analyse des résultats de RN Asim
pour identification des ARNnc
candidats dans le génome de

Ralstonia solanacearum
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Introduction

Dans cette partie nous présentons les candidats les plus prommeteurs issus de I’ana-
lyse des résultats de comparaison des tois souches de R. solanacearum a 1’aide de
RNAsim. Sur ces candidats nous proposons d’entreprendre des expériences visant la
validation par des méthodes biologiques.

Les candidats les plus prometteurs ont été sélectionnés d’aprés un ensemble de
critéres défini a partir des travaux sur la recherche systématique des ARNnc. Un état
de I’art, prenant en compte les travaux publiés jusqu’en 2008, est présenté.

Ensuite nous présentons un exemple répresentatif de ’analyse d'un candidat pro-
metteur, les autres candidats retenus étant présentés dans une liste commune indiquant
les principaux éléments prédictifs qui ont été utilisés pour leur séléction. Au cours de
I’analyse, certaines prédictions RNAsim ont été écartées en tant que les ARNnc mais les
régions ainsi identifiées présentent des caractéristiques qui traduisent trés probablement
la conservation des fonctions biologiques. Certains de ces éléments sont présentés dans

la suite des candidats ARNnc sélectionnés pour validation.

183



184



Chapitre 9

Recherche d’ARNnc bactériens a
I’échelle génomique, a 1’aide des

approches bioinformatiques

Hormis les ARNr et les ARNt, 12 familles d’ARNnc étaient connues jusqu’en 2001
dans le génome de Escherichia coli (Chen et al. (2002)). Ces ARNnc, ensemble avec
I’ARN III de Staphylococcus aureus et une multitude des ARNnc chez les eucaryotes,
représentaient I’ensemble d’ARNnc connus a I’époque (Wassarman et al. (1999)). Ils ont
été, pour la plupart, découverts par hasard : soit du fait de leur abondance dans le milieu
cellulaire (les ARN SRP, tmRNA, 6S RNA, RnaseP RNA et Spot42) soit lors d’études
des protéines (OxyS, CsrB, GevB) ou bien par surexpression de certains fragments du
génome (MicF, DicF, DsrA, RprA) (Wassarman et al. (2001)). I’expansion du domaine
de recherche des ARNnc couplée aux séquengage d’un nombre croissant de génomes (le
séquencgage du génome de E. coli a été terminée en 1997), a engendré l’apparition
d’études portant spécifiquement sur la recherche des ARNnc dans les génomes. Etant
données la quantité et la complexité des données génomiques désormais disponibles,
certaines de ces études se sont appuyées sur des méthodes bioinformatiques, rapides et
de faible cott afin d’orienter les approches expérimentales.

Les études consacrées a la recherche systématique des ARNnc dans un génome
donné ont d’abord été effectuées chez E. coli (pour une revue des premiers travaux voir
Hershberg et al. (2003)). Les études portant sur d’autres organismes bactériens ont alors

suivi. A ce jour, 23 génomes différents ont été examinés, de facon systématique, afin d’y
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identifier des ARNnc (Livny et al. (2008)). Un grand nombre de ces études comportait
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FiG. 9.1 — Le nombre d’ARNnc identifiés tous les ans depuis 1966. Jaune foncé : les
ARN chez E. coli identifiés par les approches expérimentales. Jaune clair : les ARNnc
chez E. coli identifiés par les approches bioinformatiquse. Bleu foncé, bleu clair méme

chose, chez les autres bactéries. Repris de Livny et Waldor (2007).

une approche bioinformatique et que, chez F. coli ou d’autres organismes, la majorité
de nouvelles familles ’ARNnc découvertes 1'ont été a 1’aide de ces approches (figure
9.1).

Ces études suivent, en général, le schéma selon lequel une stratégie bioinformatique
est définie pour la sélection des régions dans le génome contenant des ARNnc potentiels,
appelés ARNnc candidats. Les candidats obtenus ainsi sont alors soumis a une validation
biologique consistant & vérifier expérimentalement la transcription des régions désignées.
Cependant, la validation d’un candidat ARNnc ne permet pas de répondre aux questions

essentielles pour la caractérisation de ces nouveaux ARNnc :
1. Dans quel processus biologique les ARN identifiés sont-ils impliqués ?
2. Quelles est leur structure secondaire ?
3. Quel est leur mode d’action ?

Ainsi, pour un nombre important d’ARNnc connus aujourd’hui aucun réle n’a été at-
tribué et pour ce faire les études supplémentaires doivent étre effectuées. L’exemple de

RyhB, un ARNnc découvert lors d’une recherche systématique dans le génome de E. coli
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montre le cheminement de la découverte a la caractérisation d'un ARNnc ( Wassarman
et al. (2001); Massé et Gottesman (2002) ; Masse et al. (2005) ; Jacques et al. (2006) ;
Pré et al. (2007)).

Dans ce chapitre nous présentons une revue des études recherchant systématique-
ment des ARNnc dans des génomes bactériens, d’'un point de vue des stratégies bioin-
formatiques de sélection des candidats. Nous présenterons d’abord celles portant sur le
génome d’F.coli et ensuite celles portant sur d’autres génomes bactériens. La synthése
de ces stratégies nous permettra de définir notre propre stratégie de choix de candidats

dans le cas de la recherche des ARNnc de R. solanacearum.

9.1 Recherches systématiques dans le génome d’E. col:

Les premiers travaux de recherche systématique d’ARNnc dans le génome d’'E. coli
sont parus entre 2001 et 2002 (Wassarman et al. (2001), Argaman et al. (2001), Rivas
et al. (2001), Chen et al. (2002), Tjaden et al. (2002)) et parmi eux, un seul (Tjaden
et al. (2002)) ne comporte pas d’étape bioinformatique utilisée dans la sélection des
ARNnc candidats.

Par la suite, d’autres recherches des ARNnc chez E. coli ont été menées, en se
basant exclusivement sur des approches biologiques, telles que 1'utilisation de puces a
ADN fagonnées pour les régions intergénique ou le clonage aléatoire des petits ARN
(approche dite RNomics) (Zhang et al. (2003), Vogel et al. (2003), Vogel et Sharma
(2005)).

Parmi les études comportant une approche bioinformatique, Wassarman et al. (2001),
Argaman et al. (2001) et Chen et al. (2002) peuvent étre qualifices d’essentiellement
biologiques. Elles s’appuient sur des prédictions produites a I’aide d’outils bioinforma-
tiques. Ces études ont instauré un standard dans le choix des stratégies bioinformatiques
de recherche systématique des ARNnc.

Argaman et al. (2001) et Wassarman et al. (2001) font le constat que les ARNnc
connus se trouvent majoritairement dans les IGR “vides” (comportant aucun géne an-
noté sur aucun des deux brins) et qu’ils sont conservés, en séquence, dans les génomes
proches. En effet, dans la plupart des cas, la conservation des ARN entre le génome de
E. coli et le génome de Salmonella était supérieure a 85% tandis que la conservation en

séquence dans les régions codant pour des protéines homologues est souvent inférieure a
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70% Argaman et al. (2001)). Par conséquent, les deux études définissent des stratégies
globalement similaires consistant a rechercher les zones de conservation dans les régions
intergéniques “vides”.

Dans le cas de Argaman et al. (2001), la stratégie suivante a été appliquée :
1. identification des régions intergéniques « vides »

2. recherche des séquences promotrices du facteur sigma 70 et des terminateurs rho-

indépendants dans ces régions

3. sélection des régions intergéniques « vides » contenant un promoteur et un ter-

minateur prédits espacés de 50 & 400 paires de bases

4. comparaison des séquences issues du point 3 aux séquences génomiques des autres
génomes séquencés et sélection de celles présentant une homologie significative
(E-value inférieure & 0.001) avec d’autres organismes. Une similarité a été jugée
pertinente si (1) la conservation couvrait plus de 70% de la région prédite, (2)
I’homologie couvrait de 50% a 70% de la région prédite et le promoteur ou le
terminateur était prédit avec un score élevé (3) I’homologie couvrait 30% a 50%
de la région prédite et le promoteur et le terminateur étaient prédits avec un score
élevé.

5. exclusion des régions appartenant aux régions 5’ et 3° UTR des génes voisins

Cette stratégie est assez restrictive en raison de I'exigence de la présence d’un pro-
moteur ¢’ et d’un terminateur rho-indépendant, et exclut donc tous les ARNnc qui

0 ou dont la terminaison de trans-

seraient transcrits & ’aide d’un autre facteur que o
cription ne se ferait pas par le mécanisme rho-indépendant. En conséquence, un nombre
relativement petit de candidats a été retenu (24) dont 14 ont été validés, indiquant une
bonne spécificité de la stratégie choisie.

Soulignons que, concernant la conservation de séquences dans les régions identifiées
deux schéma d’organisation ont été observés : i) conservation de I’ensemble de la région
intergénique et des génes adjacents ainsi que de leur région UTR, (synténie) ; ii) conser-
vation limitée a la zone codante de ’ARNnc indépendamment du contexte génomique.
La majorité des ARNnc validés lors de cette étude (8 sur 10 des ARN connus et 10 sur
14 ARN validés) présentent le deuxiéme schéma de conservation.

Wassarman et al. (2001) appliquent une stratégie similaire, les principales différences

étant la limitation aux IGR de longueur supérieure a 180nt, la prise en compte du
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degré de conservation en plus du score d’alignement Blast et le fait que la présence des
promoteurs et des terminateurs de transcription prédits n’étaient pas obligatoire pour
retenir un candidat. Cette stratégie, moins restrictive, a généré 60 candidats dont 17

ont été validés comme des ARNnec.

Contrairement aux études évoquées ci-dessus, Chen et al. (2002) ne s’appuient pas
sur une approche comparative et basent leur choix de candidats sur la prédiction des
promoteurs et des terminateurs de transcription (espacés de 45 a 350nt). De ce fait,
cette stratégie n’est pas dépendante de la comparaison avec d’autres génomes et peut
donner des candidats génome-spécifiques. Elle présente néanmoins I'inconvénient ma-
jeur d’étre difficilement généralisable du fait des faibles connaissances concernant la
structure des séquences promotrices dans les organismes autres que E. coli. Dans cette
étude, 8 ARNnc candidats ont été testés et 7 ont été validés (le critére sur lequel ces

candidats ont été choisis n’a pas été donné).

A la différence des études citées précédemment, essentiellement biologiques, Rivas
et al. (2001) présentent un modéle formel pour la prédiction des ARNnc implementé
dans le logiciel QRNA. La méthode proposée est décrite plus amplement dans la section
6 et ici nous présenterons les résultats dont certains ont été validés expérimentalement.

Rivas et al. (2001) ont utilisé quatre génomes proches pour effectuer une recherche
de régions intergéniques conservées en séquence et en structure a 'aide de QRNA.
556 candidats ont été générés dont 49 ont été testés expérimentalement donnant 11
candidats ARNnc validés. Etant donnée que I’étude expérimentale est restée limitée
(une seule condition de culture ayant été testée), d’autres candidats issus de cette
étude pourraient se révéler transcrits sous d’autres conditions de culture.

D’une facon générale, la recherche de la conservation entre les IGR des organismes
phylogénétiquement proches a été le critére le plus utilisé dans les études de recherche
systématique des ARNnc chez E. coli (tableau 9.1). L’ensemble de ces études a permis
de détecter et de valider 45 nouveaux ARN non-codant chez E. coli (Hershberg et al.
(2003)).

Bien que les approches utilisées dans Wassarman et al. (2001), Argaman et al. (2001)
et Rivas et al. (2001) soient similaires, le nombre de candidats communs a plusieurs
approches est faible : 1 ARNnc trouvé dans Wassarman et al. (2001) est retrouvé dans
une autre étude, 4 dans le cas Argaman et al. (2001) et 9 dans le cas de Rivas et al.

(2001). Ceci suggére que cette méthode est particuliérement sensible aux paramétres
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Nb.

Nb. Nb. Nb. d’ARN
) R o can- | cand. | cand. | connus
Etude Critéres utilisés X .
di- tes- vali- | re-
dats | tés dés rou-
vés
— les régions intergéniques « vides »
Argaman | — recherche des promoteurs et des terminateurs espacés de 50 & 400 nucléotides
et al recherche des séquences homologues dans d’autres organismes avec un critére sur le pourcen- | o4 24 14 4/10
. /
(2001) tage de recouvrement des régions homologues
— Tes régions intergéniques de longueur supérieure a 180nt
— classification de ces régions intergéniques en fonction de leur conservation avec 2 organismes
Wassarman L. . - ] N . s
proches (les régions immédiatement en amont ou en aval des génes étant rejetées)
et al. | _ intégration d’autres informations disponibles en rapport avec les régions choisies (présence 60 60 17 X
(2001) d’éléments de régulation, promoteurs, terminateurs etc. )
— les régions intergéniques « vides »
Chen et al. présence des promoteurs 070 dépendants a 45nt-350nt d’un terminateur rho-indépendant
edi 227 8 7 33
(2002) prédit
] — Les régions intergéniques « vides » de Tongueur supérieure a 50nt
Rivas et al. | opservation en séquence (filtre BLAST) et en structure(QRNA) 556 49 11 4/4
(2001) /

TAB. 9.1 — Tableau récapitulatif des critéres utilisés dans les recherches systématiques des
ARNnc dans le génome de E. coli. Pour chaque étude le nombre de candidats générés, testés
et validés est donné ainsi que le nombre d’ARNnc connus qui ont été retrouvés (vrais positifs).
Dans le cas de Wassarman et al. (2001) les ARNnc qui auraient pu servir de controle ont été
retirés. Dans le cas de Chen et al. (2002) les ARNt ont été pris en compte pour évaluer le
nombre de vrais positifs. Dans le cas de Rivas et al. (2001) seulement 4 ARNnc connus ont

servi de controle.

utilisés pour cette recherche, tels que les paramétres de BLAST, la longueur minimale

des régions intergéniques, le degré de conservation etc.

Sur 45 ARNnc validés dans les études présentées, 5 ont été étudiés et une fonction
leur a été associée (I'implication dans la régulation du métabolisme du fer pour RyhB
Massé et Gottesman (2002), régulation négative des protéines de membrane externe
pour sraD (Johansen et al. (2006)), implication dans le stockage du carbone pour csrC
(Weilbacher et al. (2003)). Les autres restent a caractériser. En plus des ARNnc au-
jourd hui validés, les travaux de recherche décrits ont généré environ 1000 candidats
non-redondants, dont la validité reste a tester (Hershberg et al. (2003)).
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9.2 Recherches systématiques dans d’autres organismes

bactériens

A ce jour, 23 génomes différents ont été étudiés de facon systématique afin de prédire
des ARN non-codants (Livny et al. (2008)). Certaines de ces études ont été conduites
par des approches purement expérimentales, notamment les études sur les génomes
d’ Aquifex aeolicus (Willkomm et al. (2005)), Bacillus subtilis (Silvaggi et al. (2006b))
etc. Néanmoins, la majorité de ces approches s’est appuyée sur des recherches bioinfor-
matiques préalables (figure 9.1).

Plusieurs travaux utilisant des outils bioinformatiques ont été menés afin d’identifier
une famille d’ARNSs particuliers dans un génome donné (nous pouvons citer la recherche
des homologues des ARN CsrB et CsrC régulant la protéine CsrA de E. coli dans Vibrio
fischeri (Kulkarni et al. (2006)) ou la prédiction de ’homologue de ’ARNnc RyhB de
E. coli dans le génome de P. aeruginosa en s’appuyant sur la prédiction des boites Fur
(Wilderman et al. (2004))). Ici nous nous intéressons plus spécifiquement aux travaux
dont I'objectif est de rechercher les ARNnc de fagon systématique dans le génome entier
d’un organisme a 'aide d’une approche bioinformatique (tableau 9.2).

Le point commun entre ces études est I'utilisation d’une approche comparative ef-

fectuée entre les génomes proches.
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pacia

) Nb. candi- | Nb. candi- | Nb. cand.
Organisme Groupe Gram G+C% | Approche ) Référence
dats dats testés | validés
Staphylococcus aureus | Firmicutes + 33 Comparative/Composition 191 191 12 Pichon et Felden (2005)
Prochlorococcus Cyanobactérie 31.3 Comparative/Cons. structure X 18 7 Axmann et al. (2005)
Synechococcus Cyanobactérie | + 55 Comparative/Cons. structure X 18 7 Axmann et al. (2005)
o Comparative/ Terminateurs ~ (sSRNA- .
Vibrio cholerae Gamma - 47 . 32 9 5 Livny et al. (2005)
Predict)
Pseudomonas aerugi- Comparative/ Terminateurs ~ (sRNA- ~ .
Gamma - 66 . 38 34 17 Livny et al. (2006)
nosa Predict)
Bacillus subtilis* Firmicutes + 43 Comparative/Synthénie (QRNA) 70 12 8 Silvaggi et al. (2006b)
Comparative (QRNA/ RNAz) 32 32 7 del Val et al. (2007)
Sinorhizobium meliloti | Alpha - 62 Comparative 67 67 17 Ulvé et al. (2007)
Promoteur/ Terminateur/Comparative )
i ) 7 17 8 Valverde et al. (2008)
(sRNAPredict)
Borrelia burgorferi Spirocheates - 28 Comparative X X 2 Ostberg et al. (2004)
Streptomyces coe- . . Comparative/Recherche des termina-
) o Actinobactéries | + 729 7 32 9 Pének et al. (2008)
lior/S.avermitilis teurs
Burkholderia  cenoce- .
Béta - 67 Comparative (QRNA) 3441 213 4 Coenye et al. (2007)

TAB. 9.2 — Tableau récapitulatif des études de recherche systématique des ARNnc effectuées

sur les génomes autres que FE. coli. La lettre x signifie : le nombre de candidats de départ

n’a pas été communiqué dans I'étude. * signifie :les ARNnc de B. subtilis identifiés dans les

conditions de sporulation.
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Chapitre 10

Expertise des candidats ARNnc de
R. solanacearum en vue de leur

validation biologique

Une fois les résultats de RNAsim générés, il a été nécessaire de passer par une
étape d’analyse fine de ces résultats afin de pouvoir sélectionner le sous-ensemble de
candidats le plus prometteurs. Ces candidats auront une présomption suffisamment

forte permettant d’envisager leur mise en évidence biologique.

10.1 Critéres pour le choix de candidats

La sélection des candidats a été faite en suivant une « stratégie » qui était fondée
sur un certain nombre de critéres aux motivations bioinformatiques et biologiques que
nous appelerons les éléments prédictifs. Ces éléments prédictifs ont été en grande partie

empruntés aux études présentées précédemment dont nous, a savoir :

1. Conservation partielle d’IGR Les ARNnc sont souvent conservés en séquence
entre les organismes proches. Ainsi la conservation d’une région ne contenant pas de
génes peut indiquer la présence d’'un ARNnc.

Lorsqu'une IGR est conservée en séquence, nous pouvons distinguer plusieurs sché-
mas de conservation :

— Conservation de 'IGR entiére
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— Conservation partielle de I'intérieur de I'lGR.

— Conservation des régions en amont ou en aval des génes adjacents a I'lGR
Au cours de notre analyse, nous avons pu constater que la conservation partielle de
I'IGR est particulierement indicative, écartant la possibilité d’'une conservation de 'IGR
en raison de la présence des séquences régulatrices des genes adjacents, ce qui peut
étre le cas dans les deux autres types de conservation. L’argument en faveur de la
présence d’'un ARNnc dans la zone conservée est d’autant plus fort que la conservation
n’est pas restreinte aux génomes d’une espéce bactérienne. Ainsi, nous distinguerons la
conservation au sein de trois souches de R. solanacearum de la conservation plus large

que nous appellerons le noyau de conservation.

2. Conservation de la structure secondaire Les membres d’'une méme famille
d’ARNnc sont souvent conservés en structure, méme si leurs séquences primaires ont
divergés au cours de I’évolution. L’existence de mutations compensatoires, dans une
structure secondaire prédite dans des séquences homologues, constitue donc un argu-

ment fort pour renforcer ’existence d’un élément fonctionnel structuré.

3. Présence des terminateurs rho-indépendants prédits Comme nous I’avons
déja indiqué (section 1.1), il est démontré que la transcription chez les bactéries, peut
étre terminée de deux facons : a l'aide des protéines rho et a l'aide des terminateurs
intrinséques dits rho-indépendants. Contrairement aux premiers, les terminateurs rho-
indépendants sont bien caractérisés, se trouvant dans les parties 3’ des unités de trans-
cription et ayant une structure secondaire stable en tige-boucle suivie par une queue

poly-T (Ermolaeva et al. (2000), voir figure 10.1).

hairpin

paly-U transcription

DMA termination

F1G. 10.1 — Modéle de structure d’un terminateur rho-indépendant (Ermolaeva et al.
(2000)).

Nous avons donc considéré la présence et la conservation d’un terminateur orphelin

rho-indépendant prédit en aval d’un candidat ARNnc comme un élément prédictif fort.
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Néanmoins, il n’a pas été rendu indispensable car une proportion considérable d’ARNnc

ne présentent pas de terminateur (Wassarman et al. (1999)).

4. Synténie La plupart des ARNnc agissant en trans ne sont pas associés aux génes
adjacents (les génes adjacents ne constituent pas leurs cibles et ils ne sont pas impliqués
dans les voies de régulation de ces génes) et pour un ARNnc donné, les génes adjacents
sont généralement conservés entre génomes proches (par exemple, deux souches du
méme organisme). Pour plus de détails, on consultera une étude sur la conservation des
génes adjacents des ARNnc chez E. coli menée par Hershberg et al. (2003). D’autre
part, 'IGR séparant deux génes peut étre conservée en raison de la présence d’éléments
régulateurs associés a ces génes qui ne sont pas des ARNnc, tels que les régions pro-
motrices. Ainsi, la non-conservation de la synténie des génes adjacents d’un candidat
ARNnc indique que cet élément a été conservé indépendamment des génes I'entourant
et qu'il peut potentiellement s’agir d’une unité transcriptionnelle indépendante. Pour
cette raison nous avons utilisé la non-conservation de la synthénie présente comme un

élément prédictif.

5. La composition en G+C Cet élément prédictif a été considéré pour les raisons
suivantes :

— Pertinence de l’alignement Blast La méthode que nous proposons est, entre autres,
basée sur la recherche des zones conservées dans les IGR données par les aligne-
ments Blast. Il est donc important de s’assurer de la pertinence de ces aligne-
ments. Or, lorsque les séquences G+C riches sont alignées entre elles, les scores
ainsi qu'un pourcentage d’identité élevés peuvent étre obtenus en raison de la pré-
sence d’un grand nombre de nucléotides G et C dans les deux séquences alignées
(illustré dans la figure 10.2). Etant donné que nous avons analysé les résultats de
comparaison entre les souches de R. solanacearum, qui sont toutes G+C riches,
un grand nombre d’alignement se trouvait dans cette catégorie.

— Fiabilité de la structure secondaire prédite RNafold introduit un biais li¢ au G+C%
lorsque la structure secondaire d’une séquence est calculée. Ce biais est di a la
plus grande stabilité des appariements G-C par rapport aux appariements A-U
ou G-U, favorisant les appariements G-C dans les structure secondaires prédites

a ’aide du modéle thermodynamique.
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— Rupture de contexte Une zone A+T riche, au sein d’'un génome G-+C riche té-
moigne d’une pression sélective potentiellement exercée sur cette zone agissant
contre la tendance d’homogénéisation en composition dans le génome et en consé-
quence d'un role régulateur possible.

Pour les raisons évoquées, le G+C% a constitué un critére prédictif : une attention par-
ticuliére a été portée aux candidats ayant un G+C% inférieur a la moyenne génomique.

Chacun des critéres prédictifs énumérés ci-dessus s’est vu attribuer un poids en
fonction de sa valeur prédictive, évaluée ad hoc (tableau 10.1). Ce poids a ensuite été
utilisé dans le calcul d’un score calculé pour les candidats examinés.

En plus des éléments prédictifs bioinformatiques, lors du choix des candidats a tester
expérimentalement, les partenaires biologistes ont été guidés par les critéres permet-
tant de présumer un lien de 'ARNnc candidat et la pathogénie. Ces critéres sont la
proximité des geénes de pathogénie, étant donné que, chez R. solanacearum, les génes
impliqués dans la pathogénie sont souvent co-localisés dans le génome, sous forme d’ilots

fonctionnels. Certaines des régions ACUR correspondent a ces ilots de pathogénie.

10.1.1 Stratégie de recherche des ARNnc

RNAsim a généré 1105 candidats (801 sur le chromosome et 304 sur le mégaplas-
mide). Méme si un nombre important de candidats peut étre éliminé immédiatement
de I'analyse grace aux fonctionalités associées & RNAsim (voir section 7.3) (ceux cor-

respondant aux régions d’insertion, aux régions ayant été dupliquées dans le génome)

uery: 115 ACAGTCCCGCTCCGGCTACGCGTCGCAGCGGCAAGCG-TOGATTCGTCTCGA CAACT 173
AC G CCGC CCOGGC C CG C GCG C CG TG CG CT G CA C
Ebjct: 370113 ACCG- - CCGCCCOGGCCGT- COCCATCGOGCCGT COGATGCCGGCGGITTGLCOGCATCS 370169

Duery 174 TCCOGGACGAATCG- GCCOGTGOGCGCAGGGCATC - TCCCGUGCAAGCCTGATCOAGCCGT 231
CCG CG A C GC GGTGG C CAG A T CCG G2 GCC G C 0 GCCG
Ebjct: 370170 CCCGCGCGGACCCTGCTGGTGGCE - CAGCAGACGGTGCCG- GCC- GCC- GCGCC- GECGE 370224

Fic. 10.2 — Apercu d’un alignement de deux régions G+C riches. Le taux d’identité
de I'alignement est de 60% et la E-vleur de 2.2e7%. Cet alignement est composé des
“stretchs” de G et C, présents en grand nombre dans les deux séquences en raison de
leur compostion riche en G-+C. Il ne refléte pas une similarité biologiquement pertinente

entre deux séquences.
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Eléments prédictifs bioinformatiques Poids

Conservation partielle de 'IGR au sein de trois souches de R. solanacearum 1
Noyau de conservation (conservation dans la banque nr) 1

Conservation de la structure secondaire, présence des mutations compensatoires 1

Présence et conservation des terminateurs rho-indépendants prédits 1
Synthénie 0.5
Régions A-+T riche 0.5

Eléments de considération biologiques

Appartenance a une région ACUR

Proximité des génes de pathogénie

TAB. 10.1 — Les critéres utilisés pour le choix des candidats ARNnc avec la valeur pré-
dictive (“le poids”) correspondante qui leur a été associée et les éléments de considération

ayant guidé le choix des candidats du point de vue biologique.

Réplicon Nb. candidats a 3 él. | Nb. IGR>500nt | Nb. IGR>500nt contenant cand. & 3 él.
Chromosome 801 146 28
Mégaplasmide 304 112 47

TaB. 10.2 — Rapartition entre les deux réplicons de R. solanacearum des candidats
RNAsim dans les grandes IGR (>500nt).

I’examen systématique des candidats restants n’a pas été envisageable dans un premier
temps.

Comme les candidats les plus nombreux sont issus des composantes connexes a trois
éléments (773 sur 1105 candidats, voir section 8.4.2), nous avons restreint ’analyse a
ceux de ces candidats qui appartiennent aux IGR de longueur supérieure a 500nt, ap-
pelées grandes IGR (tableau 10.2). Les génomes bactériens sont compacts et la conser-
vation des zones dans les grandes IGR peut indiquer ’existence d’éléments fonctionnels
conservés dans ces régions. Ce constat argumente le choix de I’examen prioritaire de
ces régions.

Les composantes connexes a plus de 3 éléments ont été examinées systématiquement.

Le “score” de chaque candidat a été calculé comme la somme des contributions de
chacun des éléments prédictifs énumérés dans la section 10.1, selon le schéma présenté
dans la figure 10.3.
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F1G. 10.3 — Stratégie de recherche des candidats pour validation biologique a partir des
résultats RNAsim.

Les candidats au meilleur score seront présentés dans la suite.

10.2 Candidats ARNnc

Plus de 300 candidats ont été analysés et les plus prometteurs, selon le schéma de
choix de candidats présentés mais aussi selon le choix fait par les biologistes, ont été

retenus pour validation.

Dans la suite, nous donnons la présentation détaillée du premier candidat suivie par

la liste des autres candidats retenus.
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10.2.1 Candidat 1

Cet élément a été identifié par RNAsim du fait de sa conservation entre les trois
souches de R. solanacearum. Le noyau de conservation entre trois souches correspond a
une région A+T riche délimitée par des terminateurs prédits conservés (fig. 10.4, trait
rouge en pointillé). Les terminateurs de transcription se trouvant sur le brin - , 'analyse
de ce candidat sera présentée avec les séquences de ce brin.

La région intergénique correspondante est aussi conservée dans 5 autres génomes
des béta-protéobactéries (figure 10.4, conservation dans R. pickettii, R. metallidurans,
deux souches de R. eutropha et C. taiwanensis), sur une zone plus courte, représentée
par les traits pointillés en rose sur la figure. Le noyau de conservation est réduit a
la zone délimitée par les deux terminateurs prédits (terminateurs 2 et 3, figurel0.4)
et cette zone varie en longueur de 67 a 90 nucléotides. Toutes les zones conservées se
trouvent au milieu de grandes régions intergéniques des génomes correspondants et les
terminateurs prédits y sont conservés en structure (voir figure 10.4).

Ces constats sont également visibles dans I'alignement multiple des zones conservées
dans tous les génomes considérés (figure 10.5). Le bloc de conservation apparent entre
les positions 55 a 135 environ correspond a la zone conservée dans les huit génomes et
les zones encadrées correspondent aux terminateurs prédits 2 et 3 (voir figure 10.4).

L’ensemble de ces éléments suggére que la région identifiée serait conservée possi-
blement en tant qu'un ARNnc.

Toutefois, 'alignement multiple de la totalité des séquences conservées ne met pas
en évidence la structure de la conservation entre les organismes les plus proches, qui
sont les trois souches de R. solanacearum et R. pickettii et dont la conservation est
plus large. Celle-ci est révélée par I'alignement multiple des séquences de ces quatre
génomes (figure 10.6). Dans cet alignement multiple nous pouvons distinguer deux
blocs (les blocs encadrés dans la figure 10.6) : le premier correspondant a 1’élément
conservé dans les 8 génomes, mis en évidence dans I’alignement multiple de la totalité
des séquences et un autre, conservé uniquement dans les génomes de R. solanacearum
et R. pickettii. Ce deuxiéme bloc se termine par une queue poly-T correspondant au
terminateur prédit 1. Malgré I'absence de la conservation du deuxiéme bloc dans les
4 autres génomes sa bonne conservation a l'intérieur des régions intergéniques et la
présence d’'un terminateur prédit conservé pourraient indiquer qu’il constitue une autre

unité de transcription codant pour un ARNnc.
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F1G. 10.4 — Schéma de conservation du Candidat 1. La prédiction RNAsim est repré-
sentée par la zone hachurée. Les génes sont représentés par les rectangles bleus. Les
geénes sur le brin + se trouvent au dessus et les génes sur le brin - , au-dessous de la
ligne de référence. Les génes pour lesquels nous ne connaissons pas le brin sont situés au
milieu de la ligne. Les proportions de la taille des génes et des régions intergéniques ne
sont pas strictement respectées. Les terminateurs prédits sont annotés par les signes en
tige-boucle, portant les numéros 1, 2 et 3. Les terminateurs présentant des mutations
compensatoires par rapport a la séquence de R. solanacearum GMI1000 sont annotés
par une étoile et ceux déja annotés dans iANT sont encadrés en rouge. La région A+T
riche est annotée par le trait rouge pointillé et les régions conservées par les traits roses
pointillés. La longueur des régions conservées ainsi que la distance entre les génes voi-
sins sont marqués au-dessus des régions correspondantes. Les abréviations : R.pickettii
- Ralstonia pickettii 12J, R.metallidurans - Ralstonia metallidurans CH3/, R.eutropha
- Ralstonia eutropha et C.taiwanensis - C.taiwanensis LMG19424.
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L’analyse, par RNAz, de I’alignement multiple de chacun de ces blocs predit I'exis-
tence d’une structure secondaire conservée au sein de chacun des deux blocs. Ces struc-
tures sont présentées dans la figure 10.7.

Notons que les structures prédites du bloc 1 et du bloc 2 présentent des ressem-
blances : elles contiennent, toutes les deux, deux structures en tige-boucle et une région
variable les séparant. De plus, si nous “ouvrons” la base de la tige-boucle 2 du bloc 2
de facon a avoir une tige-boucle plus stable dans laquelle la boucle interne a disparu,
nous obtenons alors deux structures trés voisines.

Le Candidat 1 serait un membre de la famille suhB de Rfam

Au cours de notre travail de thése une nouvelle prédiction d’ARNnc dans le génome
de R. solanacearum a été répertoriée dans Rfam, correspondant a une partie du bloc 2
du Candidat 1. Il s’agit d’'un membre de la famille des ARNnc putatifs suhB, a fonction

inconnue, prédite par approche comparative dans les alpha-protéobactéries (Corbino

et al. (2005)).

A ce jour, Rfam recense 31 membres de la famille suhB et R. solanacearum est
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F1G. 10.5 — L’alignement multiple (par Multalin) des régions conservées. Les zones

correspondant aux terminateurs prédits 2 et 3 de la figure 10.4 sont encadrés.
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actuellement la seule béta-protéobactérie chez laquelle un membre de cette famille ait
été prédit. L’alignement générique en structure proposé pour cette famille d’éléments
est présenté dans la partie 1 de la figure 10.8.

Cet élément est caractérisé par deux tiges-boucles conservées en structure mais pas
en séquence. Les zones reliant ces deux éléments sont hautement variables, en séquence
et en longueur. Structure secondaire prédite dans Rfam est donnée dans la figure 10.9
a).

L’occurrence de suhB dans la souche GMI1000 de R. solanacearum correspond au
bloc 2 de conservation. En conséquence, nous avons comparé les autres éléments de ce
bloc a I’alignement structural suhB (partie encadrée 2 de la figure 10.8). Les séquences
du bloc 2 sont en adéquation avec cet alignement, possédant les deux éléments de
structure secondaire. En particulier, la deuxiéme tige-boucle prédite correspond, dans
le bloc 2, aux séquences du terminateur 1 (figure 10.4) et ne constitue donc pas, selon
Rfam, un terminateur de transcription proprement dit.

Au vue de ces résultats, nous pouvons conclure que les membres de la famille des

ARNnc putatifs suhB sont également présents dans les souches IPO1609 et Mol2 de R.
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Code couleurs

FiG. 10.6 — Alignement multiple des séquences conservées entre les génomes de trois
souches de R. solanacearum et de R. pickettii. Deux blocs de conservation sont appa-

rents, encadrés en bordeaux et vert.
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solanacearum ainsi que dans le génome de R. pickettii.

Quant aux éléments du bloc 1, la similarité de leur structure commune prédite
avec celle du bloc 2 était visible dans la figure 10.7. Leur structure est également en
adéquation avec la structure prédite de suhB ( figure 10.9 a) et b) ). Pour cette raison les
éléments du bloc 1 ont été comparés avec 1’alignement structural de suhB (figurel0.8,
partie encadrée 3). Ces séquences semblent en adéquation avec I’alignement structural,
malgré les différences importantes en séquence avec le bloc 2 présentant, quant a lui,
de fagon certaine des occurrences de suhB. De ce fait, le bloc 1 pourrait en comporter
une autre occurrence.

Cela signifierait que, dans chacune des trois souches de R. solanacearum et dans
le génome de R. pickettii, deux occurrences de suhB, se trouvant dans la méme région
intergénique, pourraient étre présentes. Nous aborderons ce point plus amplement dans

la discussion.
a) b)

WAGGe —
T T-B1 -

§' J v wg %Hﬁ- T-B2

F1G. 10.7 — La structure secondaire commune aux séquences de chacun des blocs iden-
tifiés dans la figure 10.6), prédite par RNAz. a) La structure secondaire prédite pour
le bloc 1 b) La structure secondaire prédite pour le bloc 2. Les nucléotides en rouge
correspondent, aux regions sans mésappariements dans 1’alignement multiple. La cou-
leur rouge palit avec le nombre de mésapariements grandissant. Les nucléotides en vert
désignent la présence des mutations compensatoires au niveau du nucléotide encerclé.

Dans chacune des figures les tiges-boucles prédites sont notées par T-B 1 et T-B 2.
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F1G. 10.8 — L’alignement structural Rfam. Partie encadré 1) L’alignement structural Rfam de
I’ARNnc prédit suhB. Chacune de couleurs présente un des éléments de structure secondaire
conservés : en rouge une tige de longueur 4 et en bleu une hélice de longueur 7 & 8 nt. La
structure secondaire est représentée dans la ligne SS_cons, < > représentant un appariement
de deux bases. La légende des noms des organismes dans l’alignement Rfam est donnée dans
I’annexe. L’alignement de la séquence de R. solanacearum GMI1000 dans Rfam, appartenant
au bloc 2, est présentée a part en bas. Les organismes présents dans l'alignement : Caulobacter
crescentus CB15 (Cau. cre.), Bradyrhizobium japonicum symbiotic gene region (Bra. jap.),
Rhodopseudomonas palustris CGA009 (Rho. pal.), Brucella abortus biovar 1 str. 9-941 (Bru.
abo.), Brucella melitensis 16M (Bru. mel.), Brucella suis 1330 (Bru. sui.), Mesorhizobium loti
MAFF303099 (Mes. lot.), Agrobacterium tumefaciens str. C58 (Agr. tum.), Rhizobium sp.
NGR23/, cosmid pXB9 (Rhi. sp.), Sinorhizobium meliloti 1021 (Sin. mel.), Novosphingobium
aromaticivorans (Nov. aro.), Zymomonas mobilis subsp. mobilis ZM} (Zym. mob.), Bdellovi-
brio bacteriovorus (Bde. bact.). Partie encadrée 2) L’alignement des éléments du bloc 2 fait
en respectant l'alignement structural de suhB. L’appartenance au bloc 2 est signalée avec le
numeéro II & co6té du nom du génome. 3) L’alig%%%lent des éléments du bloc 1 fait en respectant
I’alignement structural de suhB. L’appartenance au bloc 1 est signalée avec le numéro I & coté

du nom du génome.



Discussion

Deux éléments conservés ont été identifiés aprés ’analyse de Candidat 1 de RNAsim
(les éléments identifiés avec leurs positions génomiques sont résumés dans le tableau
10.3). Ces deux éléments constituent des blocs de conservation entre quatre génomes :
trois souches de R. solanacearum et R. pickettii.

Un de ces éléments (correspondant au bloc 2 du tableau 10.3) correspond a une
occurence de la famille des ARNnc putatifs suhB de Rfam, répertoriée récemment dans
le géome de R. solanacearum. Une occurence de cet élément se trouve dans chacun des
génomes de trois souches de R. solanacearum et de R. pickettii; celles correspondantes

aux souches TPO1609 et Molk2 et & R. pickettii ne sont pas répertoriées dans Rfam.

a)

Structure prédite suhB

F1G. 10.9 — Les structures secondaires prédites. a) La structure secondaire de I’élément
suhB prédite dans Rfam. Les couleurs correspondent aux couleurs de I’alignement struc-
tural de suhB (partie encadrée 1 de la figure 10.8). b), ¢) correspondent aux structures

secondaires communes prédites des blocs 1 et 2, respectivement (voir la figure 10.6).
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Bloc Génome Brin | Position début | Position fin | Longueur
2 R. solanacearum GMI1000 - 1390699 1390629 70
2 R. solanacearum IPO1609 1657145 1657211 66
2 R. solanacearum Molk2 - 181232 181163 69
2 R. pickettii 12] - 1267493 1267436 57
1 R. solanacearum GMI1000 - 1390876 1390794 82
1 R. solanacearum IPO1609 1656957 1657038 81
1 R. solanacearum Molk2 - 181420 181339 81
1 R. pickettii 12J - 1267678 1267598 80
1 Ralstonia metallidurans CH34 - 2161892 2161815 7
1 Ralstonia eutropha H16 - 2479440 2479345 95
1 Ralstonia eutropha JMP134 - 2209784 2209708 76
1 Cupriavidus taiwanensis LMG19424 - 1926828 1926752 76

TAB. 10.3 — Positions, brin et longueur génomiques des éléments identifiés appartenant

aux deux blocs de conservation.

Nous avons ainsi recensé trois nouveaux membres de la famille suhB, en plus de
31 membres prédits dans Rfam. La souche GMI1000 est, & ce jour, la seule béta-
protéobactérie chez qui I’élément suhB a été prédit. Nos résultats montrent qu’il existe
dans le génome de R. pickettii et suggérent qu’il pourrait étre répandu plus largement
parmi les béta-protéobactéries.

La raison pour laquelle les membres de la famille suhB des souches Molk2, 1609 de R.
solanacearum et de R. pickettii n’ont pas été répertoriés dans Rfam peut probablement
étre expliquée par ’absence de ces génomes de la banque génomique ENSEMBL ayant
servi a générer les prédictions Rfam.

En plus de la région correspondant au bloc 2, un deuxiéme élément est conservé au
sein de la méme IGR (bloc de conservation 1 dans le tableau 10.3). Ce bloc contient une
zone de 67nt présentant une forte homologie avec quatre autres génomes du groupe des
béta-protéobactéries (R. metallidurans, deux souches de R. eutropha et C. taiwanensis).
Sa large conservation, la localisation au milieu des grandes régions intergéniques dans
tous ces génomes et la présence des mutations compensatoires maintenant des parties
structurées suggeérent qu’il s’agit d’un élément de régulation et potentiellement d’un
ARNnc.

Nous nous sommes appuyés sur la similarité en structure des séquences du bloc 1
et du bloc 2 ainsi qu’a I'adéquation avec 1’alignement structural de suhB, pour émettre
I’hypotheése qu’il s’agirait d’'une autre occurrence de suhB dans la méme région inter-

génique. Plusieurs occurrences de suhB sont répertoriées dans la plupart des alpha-
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protéobactéries chez lesquelles cet élément a été prédit (par exemple A. tumefaciens ou
S. meliloti, voir figure 10.8). La séquence de ces occurrences au sein du méme génome
ne sont pas toujours similaires (par exemple les séquences des occurrences dans Sinorhi-
zobium meliloti, figure 10.6). D’autre part, il existe des exemples d’ARNnc de la méme
famille dont les occurrences se trouvent dans la méme région intergénique (les ARNnc
rygA et rygB dans le génome E.coli). L’ensemble de ces faits indique qu’une deuxiéme
occurrence de suhB dans une méme région intergénique est tout a fait probable. Cette
seconde occurrence aurait été omise dans Rfam en raison de la faible similarité en
séquence entre les deux occurrences et avec les autres membres de cette famille préala-
blement prédits chez d’autres organismes. Néanmoins, I’existence d’une telle occurrence
au sein du bloc 1 est une hypothése qui doit étre encore vérifiée.

Notons enfin que l'identification de ce candidat est un premier élément qui permet
de valider ’approche méthodologique que nous avons développée pour identifier des

ARNnc dans le génome de R. solanacearum.

10.2.2 Autres candidats ARNnc

Au terme de I'analyse des résultats de RNAsim et aprés discussion avec les par-
tenaires biologistes, huit candidats les plus prometteurs ont été sélectionnés. Ils sont
représentés sur le tableau récapitulatif 10.4, ensemble avec leurs éléments prédictifs et

le score qui leur a été associé.

10.3 Autres éléments régulateurs potentiels

10.3.1 Eléments en amont des génes popF'1 et popF?2

Deux régions conservées, comportant une structure en tige-boucle et se trouvant en
amont des génes popF'1 et popF?2 portés par le mégaplasmide de R. solanacearum, ont
été identifiées dans une composante connexe & deux éléments, lors de la comparaison
de la souche GMI1000 contre elle-méme.

Ces deux régions, longues de 135nt, partagent 82% d’identité tandis que les régions
flanquantes des deux régions intergéniques ne sont pas homologues. La conservation de

cette région a déja observée par Meyer et al. (2006).
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Candidat Rép. Génes ad]. Orientation | Extr.5’” | Extr.3’ | Long. | Long. IGR Eléments prédictifs\]on Score | Crit. bio] Cons. 1 org.
Cons. syn-
part. nr S.S. Term. the. Comp.
nie
Cand 1.1 c pepV/RSc1303 ><> 1390872 | 1390777 | 95 571 1 4 R. pickettii
Cand 1.2% ¢ pepV/RSc1303 ><> 1390699 | 1390625 | 74 571 3 R. pickettii
Cand 2 c RSc3386/RSc3387 >>> 3651833 | 3652007 | 174 914 3 2.5
Cand 3 P Rsp1268/RSp1269 ><< 1605747 | 1605582 | 165 563 2 2 R. pickettii
Cand 4 p Rsc1022/prhG >>> 1290424 | 1290573 | 149 816 1.5
Cand 5 ¢ Rsc0973/RSc0974 <>< 1021907 | 1022205 | 298 517 4
Cand 6* p Rsp0568/RSp0569 >>< 709773 | 709875 | 102 338 3.5
Cand 7-copl c Rsc3149/RSc3150 ><> 3400046 | 3399987 | 59 1045 ? 3
Cand 7-cop2 c Rsc3358/dbhB <>> 3617829 | 3618014 | 186 642 ? 3
Cand 7-cop3 c Rsc3084/RSc3085 <<< 3322751 | 3322662 | 89 1069 ? 3
Cand 8 ¢ Rsc0824/PopP1 >>> 866550 | 866863 | 313 544 ? 2 V. eiseniae

TAB. 10.4 — Tableau récapitulatif des meilleurs candidats RNAsim. Liste des abbréviations : Rép.-réplicon (c-chromosome,
p-mégaplasmide) ; Génes adj.-génes adjacents; Orientation se référe a la 'orientation du candidat et des génes adjacents :
> represénte le brin + et < le brin -. Extr. 5’(3’)-extrémité 5’(3’) ; Long.-longueur ; Cons. part.-conservation partielle ; nr-
conservation dans la banque nr; s.s.- conservation de la structure secondaire; Term. - présence de terminateurs orphelins;
Comp.- G+C% plus bas que la moyenne génomique ; Crit. bio.-éléments de considération biologique (pour les huit derniéres
catégories voir section 10.1). Cons. 1 org. : candidat est conservé dans un organisme de nr. Une case est en gris lorsque le

=3

critére correspondant est rempli. : la région correspondante a été répertoriée dans Rfam comme appartenant a la famille

sk

putative suhB (voir section 10.2.1). : les séquences IS ou les éléments mobiles du génome se trouvent dans la proximité
du candidat. Cand 1.1 et Cand 1.2 appartiennent a la méme région intergénique. Candidats 7-copl, 2 et 3 représentent le
Candidat 7 qui est répété trois fois dans le génome. Le nombre dans la case Term. représente le nombre de terminateurs
orphelins prédits dans I'IGR correspondante tandis que le signe “?” signifie que le terminateur ne se trouve pas dans le

bon sens par rapport au sens de la transcription présumé.
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F1G. 10.10 — Structures des deux régions homologues, 135nt en amont des génes popF'1

et popF2 correspondant aux éléments identifiés. Les sites comprenant des mutations

compensatoires dans les structures potentielles en tige-boucle sont encadrés. Le site

d’initiation de la transcription (+0 de la transcription désigné par une fleche) est com-

pris dans la structure en tige-boucle. Les sites putatifs de fixation de la ’ARN poly-

mérase sont soulignés dans la séquence autour des position -10 et -35. La séquence de

Shine-Dalgarno potentielle est indiqué par SD et le début de la séquence codante est

indiqué par START. La boite hrp, commencant a la position -47 est encadrée. Les posi-

tions conservées entre les deux séquences sont indiquées par * (dans le cas des mutations

compensatoire * est en rouge).
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Les deux éléments conservés contiennent un motif en tige-boucle de 34nt, dont 28nt
sont appariés constituant une longue tige de 14nt (fig. 10.10). Une recherche PatScan de
ce motif (admettant au plus 1 mésappariement), dans le génome de R. solanacearum,
montre qu’il s’agit d’'un motif qui n’est pas commun puisque les seules occurences trou-
vées sont celles situées en amont des genes popF. De plus, les structures prédites sont
conservées, entre deux tiges potentielles, du fait de I’existence de 4 mutations compen-
satoires entre leurs séquences, suggérant qu’il ne s’agit pas d’une structure conservée
par hasard mais qu’elle pourrait avoir un réel role biologique.

Dans les deux cas 27nt séparent les structures potentielles du géne en aval. Ces
deux genes, popF'1 et popF'2 sont paralogues et codent pour un composant de ’appreil de
sécrétion de type I1I probablement impliqué dans la jonction entre le pilus bactérien, des
structures protéiques filamenteuses disposées sur la paroi bactérienne et la membrane
cytoplasmique de la cellule végetale et sont, de cette facon, impliqués dans la pathogénie
de la bactérie (Meyer et al. (2006)).

43nt en amont des structures conservées, a la position -47 du site d’initiation de la
transcription, se trouvent, dans les deux cas, les boites hrp, correspondant aux séquences
du type TTCG-N16-TTCG, qui ont été identifiées comme étant un élément régulateur
essentiel & I'expression transcriptionnelle des génes associés au systéme de secretion de
type III (Cunnac et al. (2004)).

La tige-boucle potentielle renferme le site d’initiation de la transcription. Ceci sug-
gére que ces éléments pourraient jouer un role régulateur dans l'expression des génes
popF'1et popF2 viala séquestration du site d’initiation de la transcription, révélant ainsi
I’existence d’un nouveau systéme de régulation du pouvoir pathogéene de la bactérie et
en particulier des génes popF1 et popF2, qui n’est pas entiérement élucidé a ce jour
(Meyer et al. (2006)).

L’élément est conservé dans d’autres souches de R. solanacearum

Les souches Molk2 et TPO1609 comportent seulement un des génes de la famille
popF : le géne popF2. Dans les deux souches, la séquence promotrice de ce géne com-
porte, & I'instar des génes de la souche GMI1000, un motif en tige-boucle, & un mésap-
pariement prés dans la souche TPO1609 (fig. 10.12), situé a la position -26 du géne
popF?2. Un appariement G-C supplémentaire, par rapport aux tiges-boucles de la souche
GMI1000, est possible a la base de la tige, renforcant ainsi la structure secondaire pré-
dite.

210



Nous avons recherché une structure similaire dans une quatriéme souche de R. so-
lanacearum, la souche UW551, dont la séquence partielle est disponible dans NCBI.
Cette souche posséde un géne qui est orthologue direct du géne popF1 de la souche
GMI1000 (Meyer et al. (2006)).

boite hrp
popF2Z_IP01669 CCCAT| TTCGCTGATGCGGETCTCCGCTTCG |G6CTGCCATGCCCG- CGCGCACGCCCCACAA 59
popF_UW551 CCCAT| TTCGCTGATGCGGETCTCCGCTTCG |G6CTGCCATGCCCG- CGCGCACGCCCCACAA 59

CCCAT
CCCAT
CCCaT

TTCGCTGATGCGGTCTCCGCTTCG
TTCGCTGACGCGGTCTCCGCTTCG
TTCGCTGATGCTGCTTCCGCTTCG

GGCTGCCATGCCCG-CGCGCACGCCCCACAA 59
GGCAACCATGCCCGACGCGCAGGCCCCACAA 6O
CGGTGCCTTGCCCGATGCGCATGCCCCGCAA 6O

popF2_Molk2
popF1_GMI16800
popF2_GMI1000

o i ol o o o oRT T R RO o Rl o o T o R T £ BB T T R OB OB T OB OB TR T 0 O
hélice boucle ~hélice

popF2_IP01609 CTTAGCCTCG | G||GGATATGTCGGCCC |AAAGGC | GGGCAGGCATATCC |[C [ATCCCACTTCCGET 119
popF_UW551 CTTAGCCTCG | G||GGATATGTCGGCCC |AAAGGC | GGGCAGGCATATCC |[C [ATCCCACTTCCGET 119
popFZ_Molk2 CTTAGCCTCG | G||GGATATGTCTGCCC |AAAGGC | GEGGCAGGCATATCC ||C [ATCCCACTTCCGET 119
popFl GMIleee CTTAGCCTCA- |GGGTATGTCTGCCC |AARAGGC | GGGCAGGCATATCC|C ATCCCACTTCAGCC 119
popF2_GMIleee CTTAGCCTC-- |GGAGATGCCTGCCC |AAGGCC | GGGCAGGCATCTCC|C ATCCCACTTCG--T 116

ol o o ol ol ofie o ol Lt 4 ookl ok dleolRolc | ROl b b | ofe oo ol ol kool ol ol Rl ool | ke ol oo ol o o e o e

ACCGAGGTCAGTA 132 START
ACCGAGGTCAGTA 132 START
ACCGAGGTCAGTA 132 START
AA-GAGGTCAGC- 130 START

AA-GAGGTCAGC- 127 START
R

popF2z_IP01669
popF_UWS51
popF2_Molk2
popF1l_GMIleee@
popFZ_GMIl000

F1G. 10.11 — L’alignement multiple des régions de 130nt en amont des génes popF'1
et popF2, dans la souche GMI1000, TPO1609 et Molk2 et du géne PopFywyss; dans la
souche UW551. La boite hrp est encadrée. Les deux séquences formant 1’hélice de la tige-
boucle sont encadrées en gris. Les nucléotides encadrés en gris plus clair indiquent les

appariements potentiels supplémentaires dans les souches IPO1609, Molk2 et UW551.

La région promotrice du géne PopFywss est conservée avec celles des génes popF'1
et popF2 de la souche GMI1000 ainsi que le motif en tige-boucle, dont le positionnement,
par rapport au codon d’initiation est conservé. De méme, cette structure est précédée
par une boite hrp. L’alignement des régions promotrices est représenté sur la fig. 10.11.
La séquence du motif est identique a celle de la souche TPO1609, & deux nucléotides
pres, situés dans la boucle. Ceci était attendu, étant donné que la souche UWH51 est
phylogénétiquement trés proche de la souche TPO1609. [’appariement des deux nucléo-
tides qui différencient les séquences des motifs en tige-boucle dans ces deux souches
prolongent, dans le souche UW551, la tige prédite (fig. 10.12).
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Recherche de motifs similaires dans les régions en amont des génes orthologues de

popF'1 et popF?2

Une recherche Blast sur la banque nr n’ayant pas permis d’identifier de nouvelles
séquences de ce type dans d’autres organismes, nous avons cherché & savoir si une
structure secondaire similaire était présente dans les régions promotrices des génes or-
thologues aux génes popF'1 et popF2 de R. solanacearum GMI1000. De tels génes ont
été identifiés par recherche Blast chez Sinorhizobium fredii, Rhizobium sp. NGR234,
Mesorhisobium loti, Xanthomonas campestris pv. campestris, Xanthomonas oryzae pv.

oryzae et Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Une recherche de motif avec PatScan dans les régions en amont de ces génes n’a pas
permis pas non plus de détecter de motif similaire au motif en tige-boucle situé en amont

des génes popF1 et popF2 de R. solanacearum GMI1000. Une recherche en utilisant le

GMI1000 : GMI1000 : Molk2 : IPO1609 : UWS51 :
popF2 popF1 popF2 popF2 popF
GG AG AG AG A

A C A G A G A G A

A C A C A C A C C*G
C*G C*G C*G C*G *
C*G C*G C*G C*G C*G
C*G C*G C*G C*G C*G
G*C G*C G*C G*C G*C
T-A T-A T-A G A G A
C*G C*G C*Q C*G C*G

[*c*G *T-G TG *T~G *T-G |
G*C G*C G*C G*C G*C
T-A T-A T-A T-A T-A
A-T A-T A-T A-T A-T
*GXC* AT-A $T-A*  *T-A*  *T_A*
*A-T “G-T AT AT A-T
G*C G*C G*C G*C G*C
G*C G*C G*C G*C G*C

[G*C G*C G*C |

Fia. 10.12 — Comparaison des motifs en tige boucle se trouvant en amont des génes
popF1 et popF2 de la souche GMI1000, popF2 des souches TPO1609 et Molk2 et
PopFywss1 de la souche UWH51. Les appariements A et T sont indiqués par A-T,
G et C par G*C et les appariements T et G par T G. Les positions ou les changements
compensatoires ont eu lieu sont indiqués par * en rouge et ces appariements sont enca-
drés en noir. En rouge sont encadrés les appariements potentiels supplémentaires chez
les souches Molk2, TPO1609 et UW551.
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boite hrp imparfaite

X.axonopodis pv.glycines 8ra CTTTTEITCGL CAARATAG TTCGTRCGATCAGGGTGLCCATCGLGL - - AGAT 48
X.axonopodis_pv.citri 36886 CTTTITTTCGE CAARATAG TTCGT) CGACCAAGGTGLCCATCGOGE - - AGAT 48
X.fuscans_subsp. fuscans CTTTTTTCGE CAARATAG TTCGTY CGATCAAGATGCACAGTGCGE - - ACAT 48
HrpF X.oryzae pv.oryz MAFF 311 CTTTTITCGE CAARATAG TTCGTY CGGCCAGAGTGLACGTTGLGE - - AAAT 48
HrpF_X.oryzae pv.oryz KACCIB33 CTTTITTTCGE CAARATAG TTCGT) CGECCAGAGTGLACGTTGLGE - - AAAT 48
HrpF_X.oryzae_pv.oryz. PXD99A CTTTITTTCGE CAARATAG TTCGTY CGECCAGAGTGLACGTTGIGE - - AAAT 48
X.oryzae pv.oryzicola CTTTTTCGE CAARATAG TTCATY CGGCCAGGGTGLACGTTGLGE - - AAAT 48
HrpF_X.campestris_pv.ves. CTTTITTTCGE CAARATAG TTCGT) CGGCCAGGGTGLACCTTGLGE - - AGAT 48
X.campestris_pv.camp_B18 CTTTTTTCGE CAARATAG TTCAT) CGGC - -GCATGCATCCCGTACCGRRAG 48
HrpF_X.campestris pv.campestri 85884 CTTTTETTCGC CAAPATAG TTCAT) CGGC- -GCATGCATCCCGTACCGGLAG 48
X.campestris pv.campestris ATC CTTTITTTCGE CAARATAG TTCAT) CGGC - -GCATGCATCCCGTACCGRRAG 48
-10 —= H1 ~H 1 H2
X.axonopodis pv.glycines Bra TGGJCAACAT | ACGGCTACA | CCGCATGGE [-CGCA) CCCGTGCGG JC JCGTATAAG |97
X.axonopodis pv.citri 3686 TGGJCAACAT | ACGGCTACA | CCGCATGGE [-CGCA) CCOGTGLGG JC JCGTATAAG |97
X.fuscans_subsp. fuscans TGGJCACCAT | ACGGCTACA | CCGCACGGG |-CGCG) CCOGTGCGG JC JCGTATAAG |97
HrpF_X.oryzae pv.oryz MAFF 311 GGG JCAACAT | ACGTCTACA | CCGCATGGE [-CGGA] TCCGTGCGG JC JCGTATAAG |97
HrpF_X.oryzae pv.oryz KACC1833 GGG JCAACAT | ACGTCTACA | CCGCATGGE [-CGGA] TCOGTGCGG JC JCGTATAAG |97
HrpF_X.oryzae pv.oryz. PX099A GGG JCAACAT | ACGTCTACA | CCGCATGGG |-CGGA] TCOGTGCGG JC JCGTATAAG |97
X.oryzae pv.oryzicola GGG JCAAGAT | ACGTCTACA | CCGCATGGE [-CGGA] TCCGTGCGG JC JCGTATAAG |97
HrpF_X.campestris pv.ves. TGGJCAACAT | ACGTCTACA | CCGCATGGE [-CGCA] TCCGTGCGG JC JCGTATAAG |97
X.campestris pv.camp_B18 TGGJCAACAT | TAGAGCTCG | CCGCATGAG JACATG) CCCGTGTGA JC JCGTATGAG |98
HrpF_X.campestris pv.campestri 5884 TGGJCAACAT | TAGAGCTCG | CCGCATGAG JACATG] CCOGTGTGA |C JCGTATGAG | 93
X.campestris_pv.campestris ATC TGG | CAACAT | TAGAGCTCG | CCGCATGAG JACATG) CCCGTGTGA JC JCGTATGAG | 98
xx flex EE * 3 EEEEE X ® * EEEEE X * EREEXE EE
~HZ2
X.axonopodis_pv.glycines Bra AGAAMG | CTTATACG | CAGGTGCT-CTGCCAAT - -TCTRCCATT-GCOGA 148
X.axonopodis pv.citri 3686 AGAAAG | CTTATACG | CAGGTGCTTCTGLCAAT - -TCTGCCATT-GCGA 141
X.fuscans_subsp.fuscans ACAATG | CTTATACG | CAGGTACT-CTGLCAAT - -TCTGCTATT-GCGA 146
HrpF_X.oryzae_pv.oryz MAFF 311 TATAAA | CTTATACG | AAGGTGCT - CTGCCAAT - - TCTGTCATTCGCGA 141
HrpF_X.oryzae pv.oryz KACCIB33 TATAAA | CTTATACG | AAGGTGCT - CTGCCAAT - -TCTGTCATTCGCGA 141
HrpF_X.oryzae pv.oryz. PXOS9A TATAAA | CTTATACG | AAGGTGLT - CTGLCAAT - -TCTGTCATTCGCGA 141
X.oryzae_pv.oryzicola TATCCA | CTTATACG | AAGGTGCT - CTGCCAAT - - TCTGTCATTCGCGA 141
HrpF_X.campestris pv.ves. AATCAA | CTTATALCG | AAGGTGCT - CTGCCAAT - -TCTGTCATTCGCGA 141
X.campestris CATGTA | CTTATATG | CAGCAGCT - CCGCCACTGCTCTGTCACT-GOGA 143
HrpF_X.campestris_pv.campestri CATGTA | CTTATATG | CAGCAGCT - CCGCCACTGCTCTGTCACT-GOGA 143
X.campestris_pv.campestris ATC CATGTA | CTTATATG | CAGCAGCT - CCGCCACTGCTCTGTCACT-GOGA 143
EXXXIX X £33 EE X XXEEX X EERE ® X EEEX
X.axonopodis_pv.glycines Bra GGRCOGEC--- 147
X.axonopodis pv.citri 3686 GGCOGCC--- 148
X.fuscans_subsp. fuscans GGCCGLCT-- 148
HrpF_X.oryzae pv.oryz MAFF 311 GECOGECT-- 149
HrpF_X.oryzae pv.oryz KACCIB33 GGCCGLCT-- 149
HrpF_X.oryzae pv.oryz. PX099A GRCOGECT-- 149
X.oryzae_pv.oryzicola GGRCOGECT-- 149
HrpF_X.campestris pv.ves. GGCOGCCTCT 151
X.campestris GGECOGE---- 149
HrpF_X.campestris pv.campestri GGECOGE---- 149
X.campestris pv.campestris ATC GGCOGL---- 149

F1G. 10.13 — L’alignement multiple des séquences en amont des génes HrpF des Xantho-
monas contenant le motif composé de deux tiges-boucles et des séquences homologues
retrouvées dans les génomes non-annotées de la banque nr. La boite hrp imperfaite,
TTCGC-Ng-TTCGT, est encadrée en noir. Les nucléotides en rouge, dans cette boite,
ne respectent pas le motif consensus. La position probable du -10 en amont de la position
de début de transcription est encadrée en rouge. La séquence de X.oryzae pv.vesicatoria,
qui a servi comme référence pour déterminer la position -10 de la transcription, est sou-
lignée. La position approximative du début de la transcription est indiquée par une
fleche. Les séquences appartenant a la tige du premier motif en tige-boucle sont enca-
drées en orange et du deuxiéme en bleu. H1 et ~ H1 s’appariant pour former la tige de
la premiere, et H2 et ™ H2 de la deuxiéme boucle. Les séquences se trouvant entre les

parties encadrées représentent les tiges des deux motifs appartenant aux deux boucles.
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logiciel RN Afold avec fenétre glissantes ne permet pas dedétecter de structure similaire
mais met en évidence un autre motif intéressant, composé de deux tiges-boucles, présent
en amont des génes HrpF de Xanthomonas oryzae pv. oryzae, Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria, Xanthomonas campestris pv. campestris, orthologues de popF'1 et popF2
chez R. solanacearum.

L’alignement multiple d’environ 150nt en amont de ces génes aisni que des séquences
homologues identifiées dans les génomes non-annotés (X. oryzae pv. oryzicola, X. azo-
nopodis pv. glycines str 8ra, X. aronopodis pv. citri str. 306, X. fuscans subsp. fuscans
strain CFBP/834-R et X. campestris pv. campestris str. ATCC 33913) montre une

forte conservation de cette région dans toutes ces organismes (fig. 10.13).

Il a été montré (Koebnik et al. (2006) et Tsuge et al. (2005)) que les génes hrpF
de X. campestris pv. vesicatoria et X.oryzae pv. oryzae contiennent, dans leur région
promotrice, une boite hrp imparfaite, de forme TTCGC-Ng-TTCGT . Nous avons
identifié cette boite dans les régions comparées (fig. 10.13, encadré en noir), la séquence
consensus étant respectée dans toutes les régions sauf, a un nucléotide preés, chez X.
campestris et X.oryzae pv. oryzicola.

Le motif en double tige-boucle que nous avons identifié (encadré en orange et bleu,
fig. 10.13) est long d’environ 44nt et se situe 35nt en amont du codon d’initiation de la
traduction et 43nt en aval de la boite hrp imparfaite. Notons que chez Xanthomonas et
chez R. solanacearum la distance qui sépare la boite hrp du commencement de 1’élément
structuré est rigoureusement conservée, ce qui renforce 'hypothése du role biologique

de ces structures.

D’aprés Koebnik et al. (2006), 'héxamére CAAC AT, situé 28nt en aval de la boite
hrp de X. campestris pv. vesicatoria, constitue le -10 du début de la transcription du
géne HrpF. A partir de cette information, ’ensemble des séquences comparées étant
trés similaire autour de cette position ( encadré en rouge sur la fig. 10.13), nous avons
inféré la position hypothétique du début de transcription dans I’ensemble des séquences
(indiqué par la fléche sur la figure). Selon cette supposition, le site de I'initiation de la
transciption se trouverait au sein de la premiére tige-boucle potentielle.

Une vue plus détaillée de la région contenant le motif en deux tiges-boucles montre
la conservation en séquence des deux tiges prédites (fig. 10.14a), H1™ H1 et H2 ~ H2)
contrairement a ce qui est observé dans les boucles. Au sein de ces alignements, deux

groupes de séquences peuvent étre identifiés. Un premier groupe, présentant une conser-
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a)

+0 de la transeription

67 | Hl ~H1 H2 ~H2

X.axonopodis_pv.glycines_8ra CCGCATGGE -CGCA CCCGTGCGG C ITAA AGAAAG [CTTAT
X.axonopodis_pv.citri_386 CCGCATGGEG -CGCA CCCGTGLGG C AGAAAG
X.fuscans_subsp.fuscans CCGCABGGG -CGCG CCCGTGLGGE C ACAATG
HrpF_X.oryzae_pv.oryz_MAFF_311 CCGCATG66 -CGGA TCCGTGCG6 C ATA
HrpF_X.oryzae_pv.oryz_ KACCl033 CCGCATGGG - CGGA TCCE"[ECE C ATA
HrpF_X.oryzae_pv.oryz. PX099A CCGCATGGG -CGGA TCCGTGCGG C ATA
X.oryzae pv.oryzicola CCGCATGGG -CGGA TCCGTGCGG C ATC
HrpF_X.campestris_pv.ves. CCGCATGGE -CGCA TCCGTGCGGE C RATCAA
X.campestris pv.camp_B1@ CCGCATGAG ACATG CCCGTGEGA C CATGTA
HrpF_X.campestris_pv.campestri_8004 CCGCATGAG ACATG CCCGTGEGA C CATGTA
X.campestris_pv.campestris_ATC CCGCATGAG ACATG [CCCGTGEGA C CATGTA [

EEEEE ¥ ¥ * EEXEE X * EXEEE X EEEXEE X

oo |, ... DI a CEEQLCCT L L. ... P e e -

b)

G C
C A
G~T1
G*C
G6*C
T-6
A-1
€*6
G*C
C*G
C*6 -C- %t
+0

F1G. 10.14 — La structure du motif composé de deux tiges boucles : a) L’alignement
multiple des sous-régions de la position 67 & a la position 111 des régions comparées,
correspondant au motif identifié. Les régions appartenant & la premiére tige sont in-
diqués en orange et celles appartenant a la deuxiéme sont en bleu. Les positions non
appariées ne sont pas colorés. Les sites positions mettant en évidence des mutations
compensatoires sont en rouge. Dans la deuxiéme boucle, les sites colorés en bleu in-
diquent des appariements supplémentaires potentiels. L.a conservation a une positions
dans I’ensemble de séquneces est indiquée par une * au-dessous de ’alignement & cette
position. Au dessous de I'alignement, la structure secondaire consensus est indiquée au
format parenthésé. b) La structure secondaire du motif chez Xanthomonas campestris
pu. vesicatoria, représentative de la plus grande partie des séquences alignées (code

*

couleurs est défini sous a)). Les appariements G et C sont indiqués par une * et les

apparements G et T par »
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vation parfaite dans les deux tiges, & une mutation compensatoire prés (les sept pre-
miéres séquences dans l'alignement fig. 10.14a), leur structure secondaire prédite étant
en deux tiges-boucles adjacentes 10.14a). Les séquences du deuxiéme groupe sont iden-
tiques entre elles et correspondent aux souches de X. campestris pv. campestris. La
possibilité d’existence de la premiére tige-boucle, au sein de ce groupe, est moins pro-
bable du fait de présence de deux mésappariements. Paradoxalement, c’est au sein de ce
groupe que ’on trouve le plus grande nombre de mutations compensatoires potentielles :
une dans la premiére tige et deux dans la deuxiéme. Ceci est peut étre a rapprocher du
fait que la boite hrp est dégénérée chez les souches correspondantes (fig. 10.13).

Méme si ’ensemble de ces observations suggére qu'un élément en deux tiges-boucles
adjacentes pourrait exister dans les régions hrpF' et étre potentiellement impliqué dans
leur régulation, les arguments présentés sont moins forts que dans le cas de la longue
tige-boucle située en amont des génes popF de R. solanacearum.

Néanmoins, comme le montre figure 10.15, la comparaison de ces motifs identifiés
chez Xanthomonas et R. solanacearum et de leurs régions adjacentes présentent des
similarités importantes : la méme distance par rapport a la boite hrp et séquéstration
du site d’initiation de la transcription au sein de la structure prédite. S’agissant de
génes orthologues, ceci suggére fortement ’existence d’une ribo-régulation au niveau

des séquences promotrices de ces génes.

10.3.2 Elément CIRCE

Le présent candidat, conservé dans les trois souches de R. solanacearum montre une
large conservation partielle dans plus de trente génome bactériens de nr (une partie
représentative de ces conservations est représentée sur la figure 10.16). La zone conservée
peut étre divisée en deux parties.

La premiére zone, entre les positions 1 et 50 du candidat (encadrée en noir sur la
figure), est conservée dans les trois souches de R. solanacearum et présente deux fois
dans chacun de ces génomes. Elle est également conservée dans les génomes proches,
Ralstonia piketty 12J et Ralstonia eutropha JMP134.

La deuxiéme zone présente une conservation plus large. Cette zone contient un motif
palindromique de 27nt de long, composé de deux bras conservés, de 9nt de long, capables

de former une tige et d’une région variable, de 9nt, séparant les deux bras (les deux
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+0 de la transcription, e
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PopF2 5" UTR boite hrp AT

-4 |~13 ,E : 'E, SD START

CCCGT 'ITIIEIITEJ!\T'GET'GE'I'I'IIIZEII'ITE'GI COLTGLCTTGCCCGATECGCATGCCCOGCAACTTAGCCTC  CATCCCACTATGTCGTAAGAGGTCAGCATG

FxE ¥ | EEEEEEEd Ex F  EEEFEEEEE % EEEEEEF FEEXE EEEE FEFEEEEEEEE EFEEEEEREEE EEEEEREREER

L TC
L A A A
*G-T A A
G-C= L=
5
X. campestris pv. ves. gL :T- A:
HrpF 5'UTR +0 de la transcri.ptiunaé"é“ j"x
boite hrp .a4 -16 (.G oaar
.6 G
;|
CTTIT EITCECCAAAATAGTTCGT ) CGGCCAGGGTGCACCT TGLELAGATTGG CAACATACGTCTACA C AAGETGLTCTGCCAATCGLGAGG CCGLCTCTA

F1G. 10.15 — Les régions d’environ 150nt en amont des génes popF'1 de R. solanacea-
rum et hrpF de X. campestris pv. vesicatoria. Les positions mettant en évidence des
mutations compensatoires dans les structures potentielles en tige-boucle sont encadrés.
Le site d’initiation de la transcription (+0 de la transcription désigné par une fleche)
est compris dans la structure en tige-boucle. Les sites putatifs de fixation de SZI’ARN
polymérase sont, soulignés dans la séquence autour des position -10 et -35. La séquence
de Shine-Dalgarno potentielle est indiqué par SD dans le cas R. solanacearum et le
début de la séquence codante est indiqué par START. Les boite hrp pour R. solana-
cearum et la boite hrp imparfaite de X. campestris pv. vesicatoria sont encadrés. Dans
chacune des séquences, les positions conservées dans les régions homologues ((voir fig.
10.11 et fig. 10.13) sont indiquées par * (dans le cas des mutations compensatoires *

est en rouge).
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AGAGTTCAGA
ABAGTTCGEGEA
AGAGTTCGGA
AGAGTTCCAC
JBAATTCAAA

« o JGTTCAGA
AGAGTTCAGA
o JGTTCAGA
« o JGTTCAGA

GTTGAGTGAA
GTTGAGTBAA
GTTGAGTGAA
ATTGAGTGAC
CTTAAGTEGA

GTGAAGTGAG
GTTGAGCGAA
GTTGAGTBAA
GTTGAGTGAA

CAAAGTTCAG
CARAGTTCAG
CAAAGTTCAG
CAAAGTTCCA
TBATGTTCCA

CAAAGTTCAG
CAAAGTTCAG
TCTCGA . CAA
TCTCGA .CAA

CETTGAGTGA
AGTTACETGA
CBACCELTG.
CBACCGCT. .

CETTGAGTGA
AGTTGAGTGA
CETTGAGTGA
GATTCAGTGA
ABTTGEGELTGEA

50 51

ATCTCGACAA | ©..CBACAGTC .. .TGGTCCC
ATCTCGACA. | ... . BOOGGA .. CGGETCCC
ATCTCGACAT | CGACACCGGE .. . OGGTCCC
ATCTCGACAT | CGACAACAAD TTCOGCTACDG
ATCTCGACAC | GAATOGCOG. . .. DGTGTCG
« « CTGGETTC.

+ «.CTGGTTC.

« « CTGGETTC.

CA.
ATCTCGACA.

ATC

101

TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA

tataa

TTEECACTC
TTAGCACTC
TTAGCACTC
TTAGCACTC
TTAGCACTC
TTAGCACTC
TTAGCACTC
TTAGCACTC
TTAGCACTC
TTAGCACTC
TTAGCACTC

. | TEGGCACTC

ELBOCACEC

GCCTGGAGGE
GCCTGGEAG
GCCTGGEAG
GCOGGGEAG
GCTGCACGA
GCTGCACGA
GCTGCACEA
GCTGCACGA
GCTGCACGA
GLTGEGEGEGA
GCTGEGGEET
GCCTTGACC

gE.g. .. ..

~H

GAGTGCTAA
GAGTGCTAA
GAGTGCTAA
GAGTGCTAA
GAGTGCTAA
GAGTGCTAA
GAGTGCTAA
GAGTGCTAA
GAGTGCTAA
GAGTGCTAA
GAGTGCTAA
GAGTGCTAA

gagtgctas

CAACTTEC
CAADGCAT
CAADGCAT
CAAAAC. C
CAATT ...

150 151
TCCOGOCOGIT GAAGCTT. .C CTGAGCGLOG
CCTGOCACT GAAGCTT. .C CTGAGCGLCG
CCTGOCACT GAAGCTT. .C CTGAGCGLCG
TCCGETCCCC GATGCTTTCC CGATGECGLOG

CaaC. ... ..

[}

CAGCT... ..
CCACTT. . ..

CCOGTTCTTG
CCOGTTCTTG
CCOGTTCTTG
CCOGTTCTTG
GCACTTCTTG
LCCTTCTTGE
{CCCTTCTTG
LCCTTCTTGE
LCCTTCTTGE

CACTTGAGLG
CATCCTAGDG
CATCCTAGDG
CECTCT. GCG

ABATAGTCAC
ARATCETCAT
AAATCETCAT
AAATCETAAT
AATTTETCAA
AATTTETCAA
AATTTETCAA
AATTTETCAA
AATTTETCAC
ABBACEGAMAT
ABATGECCAT

189
GCECGTTTT
GCECGTTTT
GCECGTTTT
GCECGTTTT

40nt - 90nt

100
ACCCCGTCCA
ACCCOGETCCA
ACCCCGTCCA
ACCCCGTOCC
AACCCETCCA
AACCCETCCA
AACCCGTOCA
AACCCETCCA
CACCCGETCCA
ACCCCGTOCC
ACCCCGTOCC

groES

FiG. 10.16 — Alignement multiple du candidat identifié dans R. solanacearum et les

régions homologues de nr (de telles régions ont été identifiées dans plus de trente gé-

nomes bactériens, une partie en est présentée dans I’alignement multiple). La région

chez R. solanacearum GMI1000 (premiére ligne dans I’alignement multiple) est conser-

vée en deux parties :

premiére partie encadrée en noir, deuxiéme partie encadrée par

deux rectangles gris. La deuxiéme zone conservée est organisé en palindrome, H et ™ H,

présentant les deux bras du palindrome. De 40 a 90nt en aval de toutes les séquences

présentant ce palindrome se trouve le début du géne de la famille groES.
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bras du palindrome inversé sont désignés par H et ~ H sur la figure 10.16). Ce motif
palindromique peut étre décrit sous la forme du motif conensus TTGGCACTC-Ny-
GAGTGCTAA.

Les motifs palindromiques identifiés se trouvent, de facon systématique, dans les
régions intergéniques des génomes correspondants, en amont de 'opéron groESL (les
génes mopB et mopA dans le cas de R. solanacearum), impliqués dans I'empéchement
de la dénaturation protéique lors d’un choc thermique. Cette observation a suggéré
I’existence d’un lien potentiel entre le motif identifié et la régulation des génes de la
famille groES.

En effet, un tel lien a été établi entre une structure similaire et le géne groES chez Ba-
cilus subtilis (Zuber et Schumann (1994)). Chez cette bactérie, le motif palindromique,
nommé “CIRCE” (pour “Controlling Inverted Repeat of Chaperone Expression”) est
impliqué dans la régulation négative de ’expression de 'opéron groESL lors du choc
thermique. Depuis, I'existence de 1’élément CIRCE a été rapportée dans plusieurs gé-
nomes bactériens (Mogk et al. (1997), Narberhaus (1999)) et la fixation a ce motif d’une
protéine, nommeée HrcA (pour Heat Regulation at Circe), a été démontréée (Roberts

et al. (1996)). Le mécanisme de régulation de I’expression de 'opéron groESL, nommé

denatured
profeins

A
: STRESS

@ ED
o I

> [ grobSL >
=

CIRCE

F1G. 10.17 — Le mécanisme de régulation HrcA /CIRCE de 'opéron groESL : GroESL
agit comme le thérmomeétre cellulaire. Les lignes en pointillés présentent les interactions

protéine-protéine; (+) représente l'activation et (-) la répression. La figure est reprise
de Narberhaus (1999).
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HrcA/CIRCE (Narberhaus (1999), figure 10.17) proposé est le suivant : la protéine
HrcA nécessite la protéine GroES pour I'aquisition de sa conformation fonctionnelle.
Le niveau basal de la protéine GroES dans la cellule, dans les conditions normales,
maintien la protéine HrcA dans sa conformation active qui, & son tour, agit comme
répresseur de I’expression de I'opéron GroESL via la fixation au motif CIRCE, se trou-
vant en amont de I’opéron. Suite & un choc thermique, les protéines GroES s’engagent
dans le maintien des repliements des protéines dénaturées de la cellule, laissant la pro-
téine HrcA dans sa forme inactive. Le site de fixation CIRCE de la protéine HrcA reste
vacant, permettant ’expression continue de ’opéron groFESL.

Etant donné que le géne hrcA existe chez R. solanacearum, le motif identifié constitue
probablement I’équivalent de ’élément CIRCE dans R. solanacearum et est probable-
ment impliqué dans la régulation de I’expression génique en réponse au choc thermique.

En plus de 'occurence de 1’élément CIRCE en amont de 'opéron groESL, une re-
cherche exhaustive de ce motif dans le génome de R. solanacearum a relevé une deuxiéme
occurence, située en amont du géne rpoH, codant pour le facteur de transcription os,.
La région en amont du géne rpoH est conservée dans plusieurs autres génomes proches
(Ralstonia pickettii, Cupriavidus taiwanensis, Ralstonia eutropha, Burkholderia sp. 383)
et contient I’élément CIRCE.

La présence d'un élément CIRCE a été identifiée en amont du géne rpoH de Geo-
bacter sulfurreducens (Ueki et Lovley (2007)). Les résultats de cette étude ont suggéré
que l’expression de rpoH est reprimée par le systéme HrcA/CIRCE. La présence de
I’élément CIRCE en amont du géne rpoH de R. solanacearum et des génomes proches
mentionnés, laisse présager que le méme systéme pourrait controler I’expression de rpoH
dans ces génome.

Discussion

Nous avons identifié un élément constitué d’un palindrome inversé, impliqué proba-
blement dans la régulation génique de la réponse au choc thermique, comme cela a été
montré dans d’autres génomes bactériens (tableau 10.5).

Une deuxiéme occurence du méme motif a été identifiée en amont du géne rpoH,
suggérant que l’expression de ce géne pourrait étre également régulée par le méme
mécanisme.

Notons enfin qu'une autre zone conservée au sein de la méme région intergénique

(correspondant & I’encadré noir dans la figure 10.16) a été identifiée en deux copies dans
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Organisme Géne ou protéine Palindrome inversé
B. subtilis orJ39 TTAGCACTC-N9-GAGTGCTAA
B. subtilis groESL TTAGCACTC-N9-GAGTGCTAA
C. acetobutylicum orfA TTAGCACTC-N9-GAGTGCTAA
C. acetobutylicum groESL TTAGCACTC-N9-GAGTGCTAA
Synechococcus sp. groESL TTAGCACTC-N9-GAGTGCTAA
Synechococcus sp. urf3, urf4 TTAGCACTC-N9-GAGTGCTAA
Synechocystis sp. cpn-60 TTAGCACTC-N9-GAGTGCTAA
M. tuberculosis 10-kDa AGa TCAGCACTC-N9-GAGTGCTAc
M. tuberculosis 65-kDa AG cTtGCACTC-N9-GAGTGCTAA
M. bovis BCG MPB57 CTAGCACTC-N9-GAGTGCTAg
M. leprae 65-kDa AG cTgGCACTC-N9-GAGTGCcAg
C. psittaci hypA, hypB gTAGCACTt-N9-aAGTGCTAA
R.solanacearum mopB TTGGCACTC-N9-GAGTGCTAA
Consensus TTAGCACTC-N9-GAGTGCTAA

TAB. 10.5 — Les éléments CIRCE dans différents organismes, emprunté de Wetzstein
et al. (1992). Complété (en gras) par le palindrome inversé que nous avons identifié

dans R. solanacearum.

le génome de R. solanacearum et des génomes proches. Sa conservation systématique
dans les régions intergéniques vides suggére qu’il pourrait également s’agir d’un élément

de régulation.

10.4 Discussion

[’analyse des résultats de RNAsim a permis de sélectionner les huit candidats
ARNnc les plus prometteurs. Ces candidats seront testés biologiquement et cette véri-
fication constituera la validation réelle de la démarche que nous avons utilisée.

Néanmoins, des éléments de validation ont été apportés par une étude récente (outil
SIPHT, Livny et al. (2008)), utilisant une approche comparative afin de prédire les
ARNnc dans tous les génomes bactériens séquencés a ce jour. Dans R. solanacearum,
SIPHT prédit 20 candidats sur le chromosome et un sur le plasmide. Trois de ces

candidats coincident avec des candidats que nous avons chois pour validation. Nos
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candidats, au regard des candidats SIPHT sont présentés dans le tableau 10.6. En
plus des candidats SIPHT, nous y représentons les candidats identifiés par approche ab
initio. Ceci est fait car la majorité des candidats que nous avons proposés présentent
un biais de composition ce qui est également le cas des candidats STPHT.

En dehors des candidats proposés pour validation, un certain nombre de candidats
SIPHT sont présent dans ’ensemble des résultats RNAsim ainsi que dans les résultats

HMM. Ceci est représenté sur la figure 10.18.

SIPHT RNAsIim

ava

HMM

F1G. 10.18 — Diagramme montrant 'intersections entre les prédictions SIPHT (Livny
et al. (2008)), les prédictions RNAsim et HMM, pour le chromosome et le mégaplasmide

de R. solanacearum.
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€¢C

Candidat | Rép. | Genes adj. Orientation | Extr.5’ | Extr.3' | Long. | Long. IGR | SIPHT Extr. 5’ | SIPHT Extr. 3’ | HMM |
Cand 1.1 | ¢ | pepV/RSc1303 ><> | 1390872 | 1390777 | 95 571 1390921 1390794 inclu
Cand 1.2* | ¢ | pepV/RScl303 ><> | 1390609 | 1390625 | 74 571 inclu
Cand 2 ¢ | RSc3386/RSc3387 | >>> | 3651833 | 3652007 | 174 914 inclu
Cand 3 p | Rspl268/RSpl269 | ><< | 1605747 | 1605582 | 165 563
Cand 4 p | Rscl022/prhG S>> | 1200424 | 1290573 | 149 816
Cand 5 ¢ | Rsc0973/RSc0974 | <>< | 1021907 | 1022205 | 298 517
Cand 6* | p | Rsp0568/RSp0569 | >>< | 709773 | 709875 | 102 338
Cand 7-copl | ¢ | Rsc3149/RSc3150 | ><> | 3400046 | 3399987 | 59 1045
Cand T-cop2 | ¢ | Rsc3358/dbhB <>> | 3617829 | 3618014 | 186 642 3617802 3617999
Cand T-cop3 | ¢ | Rsc3084/RSc3085 | <<< | 3322751 | 3322662 | 89 1069
Cand 8 ¢ | Rsc0824/PopP1 S>> | 866550 | 866863 | 313 544 866466 866804 inclu

TAB. 10.6 — Tableau comparatif entre les candidats RNAsim proposés pour validation (section 10.2.2), les prédictions
SIPHT (Livny et al. (2008)) et HMM.
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Cinquiéme partie

Discussion générale
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Chapitre 11
Discussion et perspectives

Chacune des trois parties de la thése ayant été discutée séparément, ici nous réca-
pitulons les principaux conclusions de ces trois parties, en indiquant des pistes éven-
tuelles & explorer qui ont émergé de ce travail. Parfois les observations et conclusions
des différentes parties convergent, dans le méme faisceau de preuves, pour appuyer une
affirmation commune. Dans cette discussion récapitulative, on essayera de mettre ceci

en avant.

Partie ab initio Dans un premier temps, nous avons exploré la possibilité de mettre
en évidence statistiquement une différence de composition en G-+C entre les ARNnc et
le reste du génome de R. solanacearum, a 1’aide des modéles logistiques, une classe de
modéles linéaires généralisés. Cette méthodologie a d’abord été appliqué au génome de
Staphylococcus aureus, permettant de mettre en évidence une différence en composition.
Ce travail rentre dans le cadre d’une publication qui sera soumise sous peu.

Le cas de R. solanacearum s’étant révélé plus complexe, nous avons utilisé une
modélisation markovienne des séquences afin de mettre en évidence une différence de
composition entre les ARNnc connus et le reste du génome .

Au cours de cette étude, nous avons également observé que les riboswitch, une classe
particuliére des ARNnc non-transcrits, situés dans les partie 5’ des génes, présentent
une composition différente de ’ensemble des séquences d’ARNnc et que cella 1a serait
plus proche de la composition des régions codantes. Ces résultats suggéreraient qu’une
approche par biais de composition ne peut pas étre utilisée avec succés pour détecter ces

éléments, mais une étude plus globale devrait étre faite pour étendre cette affirmation
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a I’ensemble des génomes séquencés.

L’utilisation des méthodes de segmentation de génome sur la base de la composition
(HMM) a permis de générer un grand nombre de candidats dans le génome de R. sola-
nacearum. Néanmoins, cette recherche n’est pas assez spécifique, générant beaucoup de
zones incluses dans les régions codantes. Une piste serait de modéliser plus précisément
les régions codantes pour rendre le modéle plus prformant et une autre serait d’exclure
les régions ACUR, ayant une composition variable et pouvant fausser ’estimation des
parameétres des modeles utilisés.

Au cours de ce travail, en vue de la segmentation du génome, nous avons étudié
les propriétés de I’algorithme de Viterbi, en concluant que son utilisation n’est pas
appropriée lorsque les états du modéle ne sont pas suffisament “éloignés” en termes de
la composition.

Enfin, la question essentielle posée par cette étude est : les ARNnc dans les génomes
A+T riches étant plutot de composition en G+C plus élevée, la tendance serait-elle
inversée dans les génomes G+C riches? Est-ce que ceci dépend de 1'espéce bactérienne
ou du groupe taxonomique? Pour répondre & ces questions, dont la réponse ici est
confinée au génome de R. solanacearum, une analyse systématique dans les génomes
G-+C riches devrait étre faite. Une réponse permettrait une avancée dans les méthodes
de recherche d’ARNnc ab initio.

RNAsim : une approche comparative pour la détection des ARNnc Au cours
de la theése, les séquences de deux nouvelles souches de R. solanacearum sont devenues
disponibles. Ceci a constitué une occasion privilégiée pour 1'utilisation d’une approche
comparative de détection des ARNnc dans cet organisme, la conservation des ARNnc
étant souvent confinée au sein de la méme espéce bactérienne.

En conséquence, nous avons repris RNAsim, un outil existant pour la détection
des ARNnc dans n génomes, basé sur la recherche des composantes connexes d’un
graphe, les composantes connexes étant construites a partir des réseaux d’alignements
issus de comparaison deux-a-deux de n génomes. Nous ’avons amélioré, notamment
d’un point de vue de la construction des composantes connexes et de la fusion des
données permettant une simplification de ’analyse des résultats, tout en rajoutant les
fonctionalités pertinentes pour I’analyse des candidats ARNnc, telles que I'analyse de la

conservation des génes adjacents et I'alignement multiples des élements des composantes
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connexes.

Analyse des candidats RNAsim I’application de RNAsim sur les génomes de
trois souches de R. solanacearum a donné lieu & environ 1000 candidats ARNnc dont un
nombre considérable a pu étre écarté a ’aide des outils associés & RNAsim, permettant
de détecter efficacement les candidats correspondants aux séquences d’insertion ou des
terminateurs de transcription conservés.

Les candidats restant nécessitaient une expertise manuelle afin de décider de leur
“potentialité” en tant que candidat ARNnc. Cette “potentialité” a été mesurée a I'aide
des critéres que nous avons définis, ces critéres étant liés aux propriétés bioinforma-
tiques des ARNnc, tels que la conservation partielle d’'une IGR ou l'existence d’un
noyau de conservation ou encore la conservation d’'un terminateur de transcription rho-
indépendant prédit. Nous avons également observé que la composition en G+C des
régions candidates permet de mieux discriminer les candidats fiables, résultant dans
P'utilisation d’un critére basé sur la sélection des candidats au G+C% plus bas.

Au terme de I’analyse effectuée sur environ 300 candidats, une premiére sélection
a été discuté avec nos partenaires biologistes permettant de choisir les huit candidats
les plus prometteurs en tant que ARNnc¢ mais aussi d’un point de vue de leur possible
implication dans la pathogénie.

En plus des candidats ARNnc, plusieurs séquences potentiellement régulatrices pos-
sédant une structure secondaire ont pu étre mises en évidence. Un exemple d’une telle
structure est une tige boucle particuliérement longue, conservée entre les souches de
R. solanacearum, se trouvant dans les régions promotrices des génes PopF, les effec-
teurs de pathogénie de la bactérie.

Les candidats proposés seront testés expérimentalement et c’est seulement la vali-
dation biologique qui donnera une validation finale de notre approche. Néanmoins, des
éléments de validation, renforcant le poids des preuves de nos candidats, sont arrivés
au cours de la rédaction de la thése. Premierement, la base de données Rfam, dans sa
nouvelle mise a jour, contient la prédiction dans R. solanacearum d’un ARNnc puta-
tif suhB figurant a la téte de liste de nos candidats. Deuxiément, une étude récente,
basée sur la conservation des IGR dans I’ensemble des génomes procaryotes séquencés,
présente une liste de candidats d’ARNnc dans R. solanacearum, entre autres. Sur 20

candidats proposés, trois sont présents dans la liste de nos meilleurs candidats tandis
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que cinq autres sont présents dans les candidats RNAsim qui n’ont pas été proposés
pour validation. Un des candidats communs, proposé pour validation, représente une
zone conservée se trouvant en proximité des génes impliqués dans la pathogénie de R.

solanacearum.

Approche ab initio et approche comparative De facon intéressante, les candidats
issus de I’étude mentionnée, présentent, pour la majorité, une composition en G+C
plus basse que le reste du génome. Il en va de méme pour les candidats que nous avons
proposés pour validation et ceci coincide avec 1’observation que nous avons pu faire
au cours de l'analyse, a savoir que la conservation partielle des zones intergéniques
est souvent accompagnée d’un biais de composition dans ces zones. Or, I'utilisation
des HMM sur le génome de R. solanacearum a démontré que 'utilisation du biais de
composition dans ce génome n’est pas suffisante pour discriminer les ARNnc du reste
du génome. En revanche, un couplage de deux méthodes donnant lieu & une recherche
des zones conservées présentant un biais en composition pourrait constituer une piste
intéressante pour augmenter la spécificité des deux approches qui a, dans les deux cas,
été faible.
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Annexe A

Liste des ARN impliqués dans la

virulence
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ARNnc Bactérie Génes Fonction Mécanisme
cibles
connus
MicA E. coli ompA Porines/protéines Inhibition de la tra-
de la  membrane duction et dégrada-
extérieure tion d’ARNm
MicC ompC
MicF ompF
OmrA- ompT, Protéines de la mem- Inhibition de la tra-
OmrB cirA, fecA, brane extérieure duction et dégrada-
fepA tion d’ARNm
RyhB sodB, Métabolisme du Fer Inhibition de la tra-
acnA, duction et dégrada-
sdhD, tion d’ARNm
fumA, bfr,
ftn
IstR tisAB Systéme anti- Inhibition de la tra-
toxin/toxin duction et le clivage de
la cible
SgrS ptsG Transport de glucose  Inhibition de la tra-
duction et dégrada-
tion d’ARNm
GadY gadX Réponse a la condition Stabilisation d’ARNm
d’acidité
LhtA Chlamydia hel Structure  du  nu- Traduction?
trachomatis cléoide
RatA Bacillus subtilis  tzpA Systéme Anti- Dégradation d’ARNm
toxintoxin

TAB. A.1 — Les ARNnc connus impliqués dans la virulence. Repris de Romby et al.

(2006).
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ARNnc Bactérie Génes Fonction Mécanisme
cibles
connus
PrrF1, P. aeruginosa sodB Métabolisme du Fer Inhibition de la tra-
PrrF2 duction et dégrada-
tion d’ARNm
sdhD
bfr
Qrr1-Qrrd V. cholerae hapR Virulence Inhibition de la tra-
duction et dégrada-
tion d’ARNm
Vibrio harveyi luzR Bioluminescence
RNATIT S. aureus hla Synthése de hémoly- Activation de la tra-
sine duction
spa Interaction hote- Inhibition de la tra-
pathogéne duction et dégrada-
tion d’ARNm
sal1000 Virulence Inhibition of transla-
tion and mRNA de-
gradation
SprA- Virulence ?
SprG ? ?
FasX S. pyogenes Virulence (les facteurs
? secrétés) 7
Pel Virulence
? ?

TAB. A.2 — Les ARNnc connus impliqués dans la virulence. Repris de Romby et al.

(2006).
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ARNnc Bactérie Génes Fonction Mécanisme
cibles
connus
VR ARN Clostridium per- Virulence (les toxines
fringens ? secrétées) ?
VirX Virulence (les toxines
7 secrétées) 7
CsrB/CsrC  E. coli CsrA Biosynthése de gly- Séquestration de pro-
cogéne, formation de téines
biofilm , interaction
hote-bactérie
CsrB Salmonella CsrA Virulence Séquestration de pro-
typhymurium téines
RsmZ/RsmY Pseudomonas RsmA Exoenzymes, les me- Séquestration de pro-
/RsmX fluorescens tabolites secondaires  téines
RsmZ/RsmB P. aeruginosa RsmA Elastase, pyocyanin, Séquestration de pro-
métabolits secon- téines
daires
CsrB/CsrC V. cholerae CsrA Virulence Protein sequestration

/CsrD

TAB. A.3 — Les ARNnc connus impliqués dans la virulence. Repris de Romby et al.

(2006).
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Annexe B

Test d’égalité de la proportion de G et
C dans une séquence d’ADN

On considére une séquence d’ADN, et on est intéressé a tester les hypothéses sui-

vantes :

HO : Py=Pret Po=Pg

H1 : 1l existe au moins un P, différent des autres

ou P,,u € {A,C,G, T} est la probabilité d’observer le nucléotide w.

Les nucléotides sont supposés indépendants et identiquement, distribués.

Il s’agit d’un test de comparaison de deux modéles emboités, le modéle M, associé
a ’hypothése nulle, étant un cas particulier du modele M, associés a I’hypothése alter-
native. On utilisera la théorie des tests de modéles emboités qui donne la statistique

ainsi que sa loi asymptotique suivantes.

T = —2(log Ly — log L1) ~ X3

ou Ly est la vraisemblance maximale sous I’hypothése nulle, L; est la vraisemblance
maximale sous I’hypothése alternative. Le nombre de degré de liberté du modéle M,
vaut 3 (car la somme des P; est nulle), et le nombre de degré de liberté du modéle M,
vaut 1. Sous Hy, T suit asymptotiquement une loi de x? dont le nombre de degré de
liberté vaut 3-1=2.
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B.1 Modéle M1

Le probléme est de dériver les maxima de vraisemblance Lg et L;. En ce qui concerne,
Ly, le résultat est bien connu, et on se contente de le redonner ici. La vraisemblance

sous H; vaut

‘C(Xla"'aXnapA)PC)PGaPT): H Pévu
ue{A,C,G, T}

ou N, est le nombre d’occurrence du nucléotide v dans la séquence X, ..., X,,.

La statistique du maximum de vraisemblance des paramétres du modele M; est
{Pu = W,U S {A,C,G,T}}

. — I~y : . . .
ou N =3 coscary Nu doi la valeur maximal de la log vraisemblance suivante :

N N, N, N
log L, = N4 log (WA) + N log (WC) + Nglog (WG) + Nrlog (ﬁ)

B.2 Modéle M,

En ce qui concerne le modéle My, les résultats demandent un peu plus de précau-
tions. En effet, ’écriture du modéle général M laisse supposer que le modéle posséde 4
parameétres, ce qui n’est pas vrai, car il n’en posséde que 3 linéairement indépendant, le
quatriéme parameétres pouvant se déduire des autres paramétres : Pr = 1— P, — Po—FPg.

En utilisant ce fait, la vraisemblance s’ecrit :
L(X1,... Xp, Pa, Po,Pa) = (1= Pa— Po—Pp)™ [ PN
ue{A,C,G}

L’hypothése nulle devient :

HO PAZI—PA—Pc—PGetPC:PG

HO PAzl—PA—QXPCetPC:PG

1- P
HO @ Pa=-—F © et Pp = Pg

On se propose maintenant de dériver les estimateurs du maximum de vraisemblance
des paramétres sous les contraintes spécifiées par Hy. Comme habituellement, on maxi-

mise de maniére équivalente, la log-vraisemblance :
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log £L(X, ..., X}, Pa, Po, Pg) = Nrlog(l— Py— Po— Pr) H N, log P,
ue{A,C,G}
1—- Po

= (NT+NA)10g 5

+ (NC —+ Ng) log PC

On dérive et on cherche le point qui annule la dérivée afin de trouver la valeur de

Pc qui maximise la vraisemblance.

legE(Xl,...,Xn,PA,Pc,Pg) o —Q(NT+NA)+N0+NG

dPc 1-2F¢ Pe

dlog L( X, ..., Xy, Pa, Po, Pg)
dPC

(1) < —Q(NA + NT)PC + (NC + Ng)(l — QPC) =0

2(N¢ 4+ Ng + N4y + Nr)

=0

(1) <= FPo=

Finalement les estimateurs du maximum de vraisemblance sont donnés par

ON
P, = P

- 1— P
P, —= 20
_ 1—P.
P, = 20

ou N = N¢ + Ng + Na+ Nr, et la log-vraisemblance maximal vaut :

NC"—NG NA+NT)

2N

log Ly = (N¢ + Ng) log ( oN

) + (N4 + Ng)log (
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