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Définitions

m Transfert vertical :

o Transmission de I’information geénétique de la
generation parentale a la progéniture.

s Transfert horizontal (ou latéral) :

o Passage de séquences d’un génome a un autre.

e Mise en jeu de mécanismes comme la transfor-
mation, la transduction et la conjugaison.

o Intégration par recombinaison.




Etude des transferts

[es transterts horizontaux semblent toucher
I’ensemble des organismes vivants.

La plupart des ¢tudes ont éte réaliseées chez
les bacteries :

e Raisons historiques (Griffith, 1928).

o Motivations d’ordre meédical et économique.

o Rareté des transferts procaryotes & eucaryotes :

— Nécessité d’integrer les lignées germinales.




Prerequis

= Proximit¢ entre le donneur et 1’accepteur.
m Stabilité de I’ADN dans I’environnement.
m Utilisation d’un vecteur de transmission.

m Capture par I’hote suivi d’une insertion.

= Maintient de I’ADN incorpore.

s Sélection.




Protections / limitations

» Instabilité de I’ADN internalise.
m Systemes de restriction / modification.

= Incompatibilit¢ compositionnelle (G+C,
composition en codons).

» Pas de régions recombinantes suffisamment
longues.




Cas connus

m Genes plasmidiques de résistance aux anti-
biotiques et aux toxines.

s S¢quences d’insertion (IS).

» [160ts de pathogéenicite.

s Plasmide T1 d’Agrobacterium tumefasciens.
= Phages et pseudo-phages.

m Transfert depuis des génomes d’organites
(mitochondrie, chloroplaste) vers le noyau.




La transformation

Cellule donneuse Receveur compétent

m Capture par la cellule de fragments d’ADN nu
présents dans le milieu.

» La transformation naturelle est restreinte a
certaines especes bactériennes « competentes ».




La conjugaison

Evénement fréquent Evénement rare

» Transfert par I’intermediaire d’un plasmide conju-
gatif (e.g., le plasmide F chez E. coli).

s La conjugaison serait le mécanisme le plus courant
d’¢change d’ADN entre organismes distants.




La transduction

Donneur infecté Receveur

m Transfert d’ADN par I’intermédiaire de bactério-
phages.
s Implique généralement des bactéries appartenant a
des especes proches (spéecificité d’hote) :
o Certains phages (e.g., w) possedent un large spectre.




Integration des séquences

s L’intégration des fragments exogenes est
rendue possible par différents mecanismes :
o Recombinaison site-specifique.

e Recombinaison génerale homologue :
— Recombinaison réciproque.

— Recombinaison non réciproque.

= Contribution a la divergence des génomes :

o Chez E. coli, eftet 50 fois plus important que la
mutagenese.




Recombinaison site-specifique

Phage

Bactérie

Protéine Int
Protéine IHF
Site d’attachement




Recombinaison reciproque

Zone hétérologue 3
3
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Les zones MEPS

m Zones homologues minimales necessaire a
I’amorcage de la recombinaison (Minimum
Efficient Processing Segment) :

e Doivent présenter une forte similarite entre
I’ADN endogene et exogene.

e Longueur dépendante des mécanismes de répa-
ration des mésappariements existant chez
I’hote :

— E. coli : 23-27 pb.
— B. subtilis : = 70 pb.




Role des site chi

s Sequences d’ADN courtes (10 pb) stimulant
la recombinaison.

s Permettent le démarrage de la recherche des
zones MEPS par la proteine RecA.

= Une région comprenant une zone MEPS et
un site chi peut recombiner.

s Leur présence peut permettre de confirmer
I’existence d’un transfert horizontal.

= Connus dans un petit nombre d’especes.




Meéethodes extrinseques

= Se¢ basent sur des donn¢es de la phylogénie
moléculaire :

o Réalisables sur des genes pour lesquels on
trouve un homologue dans plusieurs especes.

e Problemes :
— Nécessitent I’utilisation de genes orthologues.
— Limites techniques des methodes de reconstruction.

— Neécessite d’effectuer les comparaisons par rapport a
un arbre de référence :

v Quel arbre choisir ?




Phylogénies et transferts

Phylogénie de référence

E
/
/ pour A, B,C,DetE

D
Référence

Transfert horizontal de
B — E pour le géene X




Notion de genes homologues

= La phylogenie moleculaire se base sur 1’uti-
lisation de genes homologues :

e Deux séquences sont dites homologues si elles
possedent un ancétre commun.

e [’existence d’un ancétre commun est inférée a
partir de la similarité.

o Seull pour les proteines :

— 30 % d’1dentité sur une longueur de 100 AA =
homologie entre les séquences.




Orthologues et paralogues

Gene ancestral

@ Duplication Primates Rongeurs
Spéciation

—— Orthologie INS1 INS2

—— Paralogie /\ /\

INS INS1 INS1 INS2 INS2
Homme Rat Souris Rat Souris

——

Y




Paralogues et phylogenies

Phylogenie
vraie

Phylogenie
déduite

€ Duplication
Spéciation




Les paralogues sont frequents

m 30 % des genes chez E. coli (compte non
tenu des possibles paralogies cachées).
= Existence de duplications multiples :

e Les relations d’orthologie sont souvent non
bijectives.

s Divergences pouvant etre importantes apres
duplication :

o Difficulté d’identifier de nombreux paralogues.




Exemple

Saccharomyces
Mycobacterium

Bacillus
Methanococcus
Bacillus
Bacillus
Mycobacterium
Streptomyces
Pyrococcus
Pyrococcus
Pyrococcus

Pyrococcus

Streptomyces

Bacillus
Pyrococcus
Bacillus

Methanococcus
Bacillus

Streptomyces
Mycobacterium

Aminotransférases pyridoxal-phosphate dépendantes (lll)




Substitutions multiples

m La distance évolutive réelle (D) est généralement
supérieure aux différences observees (d).

= En faisant des hypotheses sur la nature du proces-
sus ¢volutif, on peut estimer D a partir de d.

A C G A

ANAD

Substitution




Phénomene de saturation

m Trop de substitutions
depuis la divergence
avec 1’ancétre com-

A
mun A\
7\

Ancétre

o Perte du signal phylo-
genétique.

o Impossibilité de re-
construire I’arbre vrai

quelle que soit la me-
thode employée. Substitution




Artefact des longues branches

‘ ATCGG...

e

ATCGG...

G-> 3
(ATCCG...) ATCGG... 1

ATCCG...

G->
(ATCCA...)

4 4
ATC

2
ASCCA...

Arbre vrai Arbre observe




Racinement par un outgroup

[ | ChOlX du groupe X Escherichia  Pasteurella

e Une espece ou un
5 N Salmonella Haemophilus
groupe d’especes.
e NI trop proche ni trop
cloigné :
— Degré de divergence
entre les organismes
consideres.

Neisseria

Salmonella

o Exemple 1 :

Escherichia

— y-Protéobactéries
racinées avec une (-
Protéobactérie. Haemophilus

Pasteurella

Neisseria




Racinement par un outgroup

[ | ChOlX du groupe X Escherichia  Helicobacter

e Une espece ou un
5 < Buchnera Rickettsia
groupe d’especes.

e NI trop proche ni trop
élOlgné . Bacillus Staphylococcus

— Degré de divergence ¢
entre les organismes
consideres.

Buchnera

Escherichia

o Exemple 2 :

— Protéoactéries racinées Helicobacter
avec des Firmicutes. Riketisia

—— Staphylococcus

Bacillus




Racinement par un outgroup

s Choix du groupe : Escherichia  Bacillus

e Une espece ou un
’ ) Pseudomonas Mycobacterium
groupe d’especes.

e NI trop proche ni trop

élOlgné . Sulfolobus  Archaeoglobus

— Degré de divergence ¢
entre les organismes
consideres.

Pseudomonas

Escherichia

o Exemple 3 :

— Bactéries racin€es avec Bacillus
dCS AI’ChéGS. —— Mycobacterium

Archaeoglobus

Sulfolobus




Racinement par un paralogue

[ Dupllcatlon CheZ l’an— Escherichia EF-Tu  Pasteurella EF-Tu
cétre commun des es-
péCCS étudiées . Salmonella EF-Tu Haemophilus EF-Tu

o Racinement en utilisant
une des copies paralo-

gues. l
Exemple :

Salmonella EF-Tu

Escherichia EF-G

— Facteurs d’¢longation de
la traduction EF-Tu/1a Escherichia EF-Tu

et EF-G/2 (Bactéries/
Archées et Eucaryotes).

Pasteurella EF-Tu

Haemophilus EF-Tu

Escherichia EF-G




Effet de I'outgroup

A

Arbre vrai Arbre obtenu

Attraction de la longue branche de la séquence A par
la longue branche de l'outgroup (O)




Principaux taxons bacteriens

Division Subdivision Genres représentatifs

Protéobactéries a-Protéobactéries Agrobacterium, Rickettsia
-Protéobactéries Neisseria, Ralstonia
d-Protéobactéries Myxobacterium
e-Protéobactéries Helicobacter, Campylobacter
v-Protéobactéries Escherichia, Buchnera, Pseudomonas

Gram positives Haut G+C Actinomyces, Streptomyces, Mycobacterium
Bas G+C Bacillus, Clostridium, Mycoplasma

Spirochéte et apparentées Spirochétes Treponema, Borrelia
Leptospiras Leptonema, Leptospira

Bactéries vertes sulfureuses Chlorobium, Chloroherpeton

Planctomyceétes et apparentées Groupe des Planctomyceétes Planctomyces, Pasteuria, Pirellula
Groupe des Thermophiles Isosphaera

Bactéries vertes non sulfureuses Groupe des Chloroflexus Chloroflexus, Herpetosiphon
Groupe des Thermomicrobium Thermomicrobium




Paroi des Gram negatives

Lipopolysaccharide

Lipoprotéine Porine

Membrane ‘
extérieure

Peptido-

Périplasme 1
glycane

Membrane {
cytoplasmique




Paroi des Gram positives

Protéine de surface Acide téichoique

Acide lipo-
téichoique

Peptido-
glycane

Membrane |
cytoplasmique




Principaux taxons archeens

Division

Subdivision

Genres représentatifs

Crénarchées

Thermoprotéales
Sulfolobales
Désulfurococcales
Cénarchéales
Caldisphérales

Thermoproteus, Pyrobaculum, Thermofilum
Sulfolobus, Acidianus

Aeropyrum, Desulfurococcus
Cenarchaeum

Caldisphaera

Euryarchées

Méthanobacteria
Méthanococci
Halobactéria
Thermoplasmata
Thermococci
Archaeoglobi
Methanopyri
Methanomicrobia

Methanobacterium, Methanothermobacter
Methanococcus, Methanothermococcus
Halobacterium, Halococcus
Thermoplasma, Ferroplasma

Pyrococcus, Thermococcus
Archaeoglobus

Methanopyrus

Methanosarcina, Methanoculleus




Particularités des archéees

m Structure particuliere de la parot :
o Pas de peptidoglycane.

o Diglycérides membranaires specifiques :
— L-Glyceérol au lieu de D-Glycérol.
— Isoprenes au lieu d’acides gras.
— Liaisons avec le glycérol de type ether au lieu d’ester.

Liaison ether \ CH,~0-PO.> 20,P-O-CH, Liaison ester
|
WO_CH
|
ANANANAS M

Phytanol L-Glycérol D-Glycérol Acide stéarique

Archées Bactéries




Choix d’'un marqueur

s Genes ¢voluant tres lentement (temps de
divergence entre 107 et 10° ans) :

o Eviter la saturation et les artefacts d’attraction
de longues branches.

m Pas de paralogues (ou paralogues facilement
identifiables).

m Pas de transferts horizontaux.

m Présents dans I’ensemble des organismes
ctudies.




Marqueurs possibles

= Scul un petit nombre de genes répondent aux
criteres précedents :

o ARNTr de la petite ou de la grande sous-unite du
ribosome.

o Protéines heat-shock (e.g., Hsp70).
o Facteurs d’¢longation de la traduction.

o Protéines ribosomiques.

s Résultats frequemment incongruents entre
eux.




Phylogenomique

Utilisation de génomes complets plutot que des
genes individuels.

Minimisation de 1’effet des paralogies cachées, des
transferts et des erreurs.

Intégration d’une plus grande quantité de signal.

Différentes approches ont €te tentées :
o Codage en présence/absence des genes.

o Concaténation d’orthologues présents dans de
nombreuses especes.

o Super-arbres intégrant 1’information provenant d’un
ensemble d’arbres individuels.




L'arbre de Brown (1997)

Animaux Champignons

Archées

Plantes

Entamoeba

Euryarchées Euglena
N Korarchees Crénarchées Kinétoplastes
Gram positives

Gram positives Haut G+C (e.g., Trypalllvosoma)
Bas G+C Parabasaliiens

Bactéries

d/e-Protéobactéries (e.g., Trichomonas)

o-Protéobactéries / Mitochondries \
Microsporidies [?]

p/y-Protéobactéries
Spirochétes

Fusobactéries Thermotogales
Flexibacter & Bactéroides

(e.g., Nosema)

Métamonades
(e.g., Giardia)

Cyanobactéries & Chloroplastes
Thermus

Aquifex - Eucaryotes




. melanogaster
. sapiens

. elegans

. cerevisiae

. pernix

. acidophilum

. fulgidus

. thermoautotrophicum
. jannaschii

. horikoshii

. abyssi

. furiosus

. pallidum

. burgdorferi

. tepidum

. gingivalis

. tuberculosis
. leprae

. coelicolor

. acetobutylicum
. genitalium

. pneumoniae

. parvum

. subtilis

. aureus

. faecalis

. pyogenes

. pneumoniae

pylori
. jejuni
. prowazekii
. meningitidis
. fastidiosa
. aeruginosa
. cholerae
. coli
. influenzae
. actinomycetemcomitans

L’arbre de Brown (2001

Eucaryotes
Crénarchées
Euryarchées
Spirochétes

Bactéries vertes
sulfureuses
Gram + haut G+C

Gram + bas G+C

Protéobactéries




L'arbre de Brochier (2001)

Protéobactéries
Spirochétes

Bactéries vertes
sulfureuses

Mycoplasmes

Gram + bas G+C

Gram + haut G+C




L’arbre de Brochier (2002

Bactéries vertes sulfureuses

Gram + bas G+C

_‘_‘j_f_:— Gram + haut G+C

% Bactéries vertes non sulfureuses

 — e-Protéobactéries
L —

— 0-Protéobactéries
—|_—(__ a-Protéobactéries

4‘7—5 p-Protéobactéries

_r_% v-Protéobactéries

4(

——1__ Spirochétes
L P

4|_7'—¢:_': Planctomycetes

Crénarchées

Euryarchées




L'arbre de Daubin (2002)

—— B. burgdorferi
100 —/— T. pallidum

100

100 _
tuberculosis

leprae
coelicolor

nzz

. aureus
. halodurans
. subtilis - <
lactis Spirochétes
. pyogenes

. pneumoniae

« GEENUI Gram + haut G+C

NE

CZIZOrmom

. jejuni l 3
. pylori i
. prowazekii | o Gram + bas G+C
. crescentus

. meningitidis | B
. fastidiosa

coli Protéobacteries

. chol P
‘multocida | 1 Euryarchées

Boenzae Crénarchées
P. aeruginosa
Halobagterium sp. Eucaryotes
T. acidophilum

M. jannashii

P. horikoshii

P. abyssi

M. thermoautotrophicum
A. fulgidus

A. pernix

S. solfataricus

C. elegans

D. melanogaster

A. thaliana

S. cerevisiae
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L’arbre de Calteau (2004)

V>OOPZIZZZ VU0

. japonicum
. crescentus
. prowazekii
R. conorii

. solanacearum , -
. meningitidis

. campestris

. anoxopodis
. putida

. aeruginosa

. vulnificus
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fastidiosa

oneidensis

cholerag
multocida
influenzae
Pest!s )
ypﬂlmurlum
typhi
fyepxnerii
coli )
. brevipalpis
aphidicola
pylori

J€juni .
berculosis
r

%3

tu
leprae.
glutamicum
efficiens
coelicolor

interrogans
allidum
urgdorferi

tepidum
pyogenes
mutans
pneumoniae
actis
JEREC]
subtilis
halodurans
oneidensis
monocgtogenes
Innocua
epidermidis
aureus
pneumoniae
genitalium
pneumoniae
urealyticum

. pulmonis

erfringens

epidum
acetobutylicum
tengcongensis

Halobacterium sp.

volcanium

. acidophilum
. furiosus

horikoshii

abyssi

kandleri .
thermoautotrophicum
jannaschii
acetivorans
mazei

fulgidus

tokodaii
solfataricus
pernix
aerophilum

Protéobacteries
Gram + haut G+C

Spirochétes

Chlorobiales
Gram + bas G+C

Euryarchées
Crénarchées




Que retenir ?

Monophylie de chacun des trois grands domaines
du vivant.

Monophylie des grands groupes bactériens et
archéens définis par Woese.

Monophylie des différentes subdivisions des
Protéobacteries.

Polyphylie des bactéries Gram + apparemment
ctablie.

Positionnement variable de la plupart des grandes
divisions taxonomiques les unes par rapport aux
autres.




Importance de la reference

T. pallidum
B. burgdorferi

C. tepidum <:|

m Jransferts inférés en I
fonction de la référence.

s Cas du gene ruvB :
e Arbre de Brown (2001) . C. glutamicum

S. coelicolor

— Transfert depuis ’ancétre
commun spirochetes / L. acidophilus
chlamydiales — C. tepi- 8. subtilis

L. monocytogenes
dum : C. tetani

e Arbre de Brochier (2001) : &=

C. jejuni

— Transfert depuis Gram + A. tumefasciens

bas G+C — F. nucleatum. D B PR
—

o Arbre de Calteau (2004) : o

— Pas de transfert. _:N. meningitidis

DNA hélicase RuvB




Cas du gene pyrH

Buchnera sp.
—I E P. multocida
H. influenzae
V. cholerae

P. aeruginosa

. y 0 o
E— Famille de I'Uridine Mono-
E R. prowazekii .
C. crescentus
N, monimgitidis phosphate Kinase
C. jejuni
|:H. pylori
A. thaliana
Synechocystis sp.
A. aeolicus
B. halodurans
B. subtilis
S. aureus
L. lactis
S. pyogenes
M. tuberculosis
M. leprae
S. coelicolor
D. radiodurans

C. trachomatis
C. muridarum

“ pn,ﬂomégneumoniae BaCté ri €S
' | — itali o
U. parvum R AI’Ch (SIS

I EE]

A. fulgidus Euca I‘yOteS

P. abyssi
| f_ P. horikoshii

M. jannashii

S. solfataricus
A. pernix

'7 T. acidophilum _
T. pallidum

B. burgdorferi




Endosymbiose et transferts

Chloroplaste

_ . Cyanobacterie




100 ﬁ aeo:icus
. aeolicus
ﬂf H. pylori J99
50 NC- lejuni .
. meningitidis
QBER. solana%earum
100~ X. fastidiosa
X. axonopctxjis
. campestris
1Od[< R. Coﬁorii
R. prowazekii
. crescentus
B. melitensis
B. suis
M. loti |
66 B. japonicum
A. tumefasciens
100 - Anabaena sp.
S. elongatus
67 — Synechocystis sp.
95 rY. péstis
—\{ % ?phri]dicola
. imurium
100 | E. 2o
S. flexneri
S. oneidensis
59L_r P. aeruginosa
100~ P. putida
S. coelicolor
D. radiodurans
. coelicolor
M. tuberculosis
_| L. interrogans

1OOET. acidophilum
T. volcanium
C. tepidum
Halobacterium sp.

P. horikoshii
410069 abyssi
P. furiosus
100 3 M. thermoautotrophicus

M. kandleri
M. jannaschii
100

4‘_—“/' M. thermoautotrophicus

- . jannaschii
M. mazei

T. tengcongensis ¢
100 —S. tokodaii

S. solfataricus
A. fulgidus
A. pernix :
P. aerophilum

100 P. horikoshii

NADH quinone
oxidoreductase
chaine C/D

100 ———— PP.fabySSi
—A . furiosus
I—_T. maritima
M. acetivorans

B. suis
68 B. melitensis
SAM M. loti
ST e
B. japonicum
A. tumefasciens
C. crescentus
X. axonopodis
7AX. campestris
X. fastidiosa
R. solanacearum
[R. conorii
R. prowazekii
N. meningitidis
A. aeolicus
M. tuberculosis
S. coelicolor
. radiodurans
C. jejuni
H. pylori J99
T. acidophilum
E. coli
%5 ‘S. typhimurium
o
. aphidicola
100 S. ongidensis
86 L P. putida

puta
P. aeruginosa
‘i S. coelicolor
C. tepidum
L. interrogans

Anabaena sp..
98 I{:Sgnechocystls sp.

_‘ elongatus
Synechocystis sp.

NADH quinone
oxidoreductase
chaine B

83 100 —S. tokodaii
‘_r_r—S. solfataricus

A. pernix
P. aerophilum
100

M. mazei
93 5f_|3 'M. acetivorans
B. japonicum

' M. tuberculosis

87 M. kandleri
99 _FM_._thermoautotrophicus
56—M. jannaschii
M. thermoautotrophicus
— W jannaschii
100 4 P furiosus

P. abyssi
P. horikoshii

95 M. mazei
- T. tengcongensis <1|:|
100, P. furiosus

100 —l_l-P. abyssi
N P. horikoshii

1— T. maritima <:|
————— M. acetivorans




L'opéron mbx

Thermotoga maritima

Thermococcales

s Transfert d’un opéron entier de 13 genes :

o Insertion a I’intérieur de la séquence d’une glutamate synthase.

s Opcron fonctionnel chez 7. maritima ?

e Quel role dans cet organisme ?




Transferts et pathogeénicité

Transposons :
o Genes de ’entérotoxine ST d’E. coli.
Prophages :

o Toxines de I’E. coli entéro-hémorragique.

o Genes de la toxine diphtérique ou du choléra.

o Toxines botuliniques.

Plasmides :
o Shigella, Salmonella, Yersinia.
[16ts de pathogénicité :

o E. coli uropathogene, S. typhimurium, Yersinia, H.
pylori, V. cholerae.




| e cas des entérobactéries

I— E. coli

Non pathogenes

Citrobacter

Klebsiella

Serratia

Proteus

La virulence est un état derive, obtenu par
I'acquisition de genes déterminant cet état




Transfert bacterie-eucaryote

Bacillus subtilis

r Escherichia coli

L Salmonella typhimurium

Staphylococcus aureus Gram+ bas G+C

Clostridium perfringens Protéobactéries
—I: Eucaryote

Clostridium difficile

—— Trichomonas vaginalis

Haemophilus influenzae

Actinobacillus actinomycetemcomitans §} Pasteurellaceae

Pasteurella multocida

Phylogénie de la N-acetylneuraminate lyase (NanA)




NanA et pathogenicite ?

. Enzyme 1mp11quee Glycoprotéines,

dans le métabolisme glycolipides
de I’acide sialique. l

m RoOle chez les bacté-
ries Acide sialique libre

o Parasitage des muqueu-
ses des animaux a des
fins nutritionnelles.

m RoOle inconnu chez T
vaginalis.




Methodes intrinseques

s Utilisent exclusivement 1’1information sto-
ckée au sein du génome ¢tudie.

= Se basent principalement sur la composition
en codons ou en nucléotides des genes :

o Utilisent des indices (univaries ou multivari€s)
d’usage du code.

o Un gene transfeéré présentera un usage du code
différent de celu1 des genes « natifs ».

o Necessite de prendre en compte les facteurs
intervenant dans la plasticité des génomes.




Facteurs connus

m Les facteurs influencant la composition en
codons chez les bactéries sont multiples :

e Contenu global en G+C du génome.
o Sc¢lection traductionnelle.

e [.ocalisation sur I’un ou 1’autre des deux brins
du chromosome.

o Distance a 1’origine de réplication.

o Composition en acides amings.




Le code genétique standard

<
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Biais au niveau d'un gene

iInS

UCU Ser
UCC Ser
UCA Ser
UCG Ser

UAU Tyr
UAC| Tyr
UAA
UAG

=
N

0

*
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CCU Pro
CCC Pro
CCA Pro
CCG Pro

CAU
CAC
CAA
CAG

=

ACU| Thr
ACC Thr
ACA Thr
ACG Thr
GCU Ala

AAU
AAC
AAA Lys
AAG Lys
GAU Asp

ol

N

GCC Ala
GCA Ala
GCG Ala

GAC Asp
GAA Glu
GAG| Glu

6
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8
6
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Protéine A du phage MS2 (Fiers et al., 1975)




Biais au niveau d 'un génome
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Codons d ’E. coli




Contenu global en G+C

= Calculé¢ en pourcentage de
bases G+C: Double

brin
e Constitue une des premicres <
mesures moléculaires appli- 10 -

quee a la systematique.
s Mc¢thodes de dénaturation
par la chaleur :

e Mesure de la variation de
I’absorption UV en fonc-
U

tion de la température. | . .
80 85

S
c
o
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c
o
=
Q
—
o
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o Lavaleur du 7, est linéai-
rement proportionnelle au
G+C% de I’organisme.

Température (°C)




Distribution

Mesure faite sur 772
bactéries.

Minimum : Mycoplas-
ma capricolum (24 %).

Maximum : Micrococ-
cus luteus (77 %).

Variations de 5 % et
10 % au sein d’une
espece et d’un genre.




Source de la variation

m Différences de pression de mutation entre les
paires AT et G-C.

s Le ratio u/v est différent d’une espece a ’autre :

e Distribution observée chez les bactéries.

Paire GC




G+C global et contenu en AA




G+C global et contenu en AA

Quatre AA non corrélés au
G+C% : Cys, GIn, Met, Thr




Frequences des ARNt

Codon (o ARNt% AA Codon [oni ARNt %

CGH ICG 525 Val GUY GAC 233
CGG idem 0.64 GUD UAC 6.12
AGR idem 0.70 Lys AAR UUU 5.83
CUY GAG 1.75 AAY QUU 3.50
CUA idem 0.58 175
CUG CAG 5.83 8?@ ggg 2:33

UUR AAA  1.46

CAY QUG 233
UCY GGA 2.39
UCD UGA 1.46 GAR UUC 925

AGY GCU 1.46 GAY QuC 4.67
ACY GGU 467 UAY QUA 292
ACR UGU 140 UGy GcAa 1.17
CCY GGG 0.99 UUY GAA 2.04
CCR UGG 3.32 AUY GAU 583
GCY GGC 4.20 AUA NAU 0.29
GCD UGC 6.06 AUG CAU 1.75

GGY GCC 6.53 UGG CCA 1.75
GGA UCC 0.88
GGG CCC 0.58

Q = Quosine, | =Inosine, R={A, G}, Y={C, U}, D={A, G, U}, H={A, C, U}




Demande en ARNt

100 60
o0/ r?=0.935(P<10%) r?=0.795 (P < 10%)
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ARNt % ARNt %

La demande au niveau des genes et la fréquence relative en
ARNIt sont corrélees positivement :

o Cette corrélation est d’autant plus forte que les genes sont haute-
ment exprimes.




Sélection traductionnelle

La traduction est d’autant plus rapide/
efficace que les codons utilisés corres-
pondent a des ARNt abondants




Différence entre les deux brins

3'

5
Brin direct
ADN parental

3'

5
3' o'
Fragments d’'Okazaki Z /\ 3'

5'

m Le brin direct et le brin retardé sont répliqués de
facon différente :

o Il existe une asymetrie de composition en base entre les
deux brins chez la plupart des bactéries.

o Cette asymétrie est tres marquée chez certaines especes.




Asymeétrie chez B. burgdorferi

Origine de
replication

[A] - [T] | _
100 x [A] = [T]
[A] +[T] 10

Position sur le
chromosome

[C] - [C] 1 _
100 x Cl=1G
EHE - [C] = [G]




Contenu en G+C3

s Contenu en G+C3 d’un gene :

e Pourcentage en bases G+C en position III des
codons :

— Valeur brute (G+C3).
— Centrage par la moyenne (G+C3c¢).

o La position III est le plus souvent conservatrice
en cas de mutation ponctuelle :

— Pas de changement de 1’acide aminé cod¢ dans 55 %
des cas (composition uniforme).

— La plasticité joue essentiellement sur cette position.




L’'indice CAl

m Le Codon Adaptation Index (CAl) est cal-
cule a partir de la formule :

¥
In(CAD = — E n;Inw,
i=1

ou 7 est le nombre de codons dégénéres, n,
le nombre de codons i, et w; le « facteur
d’adaptation » du codon i.




Calcul du facteur d’adaptation

= Valeur donn¢e par le rapport :

Wi = xi /ximax

ou x; est la fréquence du codon i et x,, _est la fréquence du

max

codon synonyme majeur pour un acide amin¢ donng :
o Les valeurs de x; et x;, . sont obtenues a partir d’un ensemble de

imax

genes de référence.

AGA Waga = 5/626 =0.0080
AGG W6 = 0.5/626 = 0.0008
CGA Wean = 2/626 = 0.0032
CGC Wege = 268/626 = 0.4281
CGG Weag = 3/626 = 0.0048
CGU Weay = 626/626 = 1.0000




Choix des genes de réference

= On utilise un ensemble de réference pour
chaque espece ¢tudice.

m Les genes utilisés sont généralement haute-

ment exXprimes :
e Fortes valeurs de CAI:

— Genes hautement exprimes.

e Faibles valeurs de CAI:

— Genes faiblement exprimes.

— (Génes transférés horizontalement.




v? d’usage du code

s Mesure de [’utilisation des codons synony-
mes par rapport a un usage al¢atoire.

ou m;; est le nombre de codons j codants
pour I’acide aminé i, m,, le nombre total de
codons codants pour i, et s; le nombre de
codons synonymes pour i.




Lawrence et Ochman (1998)

Utilisation du CAI et
d’une mesure du >

pondéree par la lon-
gueur des genes.

Proximité de structures g
impliqués dans les
transferts :

o Elements transposables
(séquences IS) 04 02 03 04 05 06 07 08 09
CAI

o Reégions recombinantes
. . m  Génes transférés
(Sltes Chl). Autres génes




E. coli K12

M. tuberculosis

B. subtilis
Synechocyctis PCC6803
D. radiodurans
A.fulgidus

A. pernix

T. maritima

P. horikoshii

M. thermoautotrophicum
H. influenzae

H. pylori 26695

A. aeolicus
M. jannaschii

T. pallidum
B. burgdorferi

R. prowazekii

M. pneumoniae

M. genitalium

Autres especes

0 2000 3000

Séquences codantes (kb)

Génes « natifs » présents dans le génome
Geénes transférés associés a des éléments mobiles
B Geénes transférés non associés a des éléments mobiles




Resultats chez E. coli

m 755 genes sur 4286 (17,6 %) sont predits
comme transférés chez E. coli.

m 67 % des sequences IS du génome sont asso-
CIEES a CES genes :
o Ces séquences IS constituent fréequemment des
frontieres entre zones endogenes et exogenes.

= 36 % des genes détectes se situent au voisi-
nage du terminus de réplication (24 % du
chromomosome).




G+C3 des genes

2 L L L L L P=———

21 23 26 28 30 32 35 37 39 42 44 46 48 51 53 55 58 60 62 64 67 69 71 73 76 78 80 83 85 87 89

G+C3% B Génes transférés
O Autres génes




Effet de la localisation

La variation des valeurs « brutes »
du G+C3 le long du chromosome
d’E. coli n’est pas significative

L’utilisation des valeurs
centrées / cumulées (G+C3c¢)
révele une structuration du
genome

Cumsum(G+C3c)

Position (Mb)




Staphylococcus aureus

Sinorhizobium meliloti

(Gram+ bas-G+C)

(a-Protéobactérie)

4]
6

-8

Especes similaires a E. coli
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Escherichia | Salmonella

s Utilisation des genes

conserves entre E. coli
et S. typhimurium:

e Le motif est retrouvé

dans les deux especes :

— Pourquoi ce bais aurait-
1l été conservé dans le

cas d’un transfert massif
a I’ancétre commun ?

— Enrichissement intrin-
seque au lieu de trans-
ferts.

m S typhimurium LT2
B E coliKi2




Repartition phylogénetique

Protéobacteries (23) /\

Gram+ bas-G+C (13) |/

Gram+ haut-G+C (2) |/

Déinococcales (1)

Cyanobactéries (2)

Chlamydiales (3)

Spirochetes (2)

Thermotogales (1)

AMAMAMN

Aquificales (1)




Le terminus d’E. coli

s Larégion du terminus
contient dix sites fer
(A-)):

e Combinaison a la E. coli
Chromosome

protéine Tus :

— Inhibition de I’action
des hélicases de maniére

polaire. |

Cp AD E
— Les deux fourches de

réplication se rejoignent

) ) : Localisation et polarité
au niveau du site dif. it

des dix sites ter d’E. coli
— Résolution des dimeres.




Pourquoi un tel motif 7

m Les genes transfeérés s’inserent plus fre-
quemment au niveau du terminus :

o Ces genes seraient systématiquement plus riches
en bases A+T que I’hote.

» Existence d’un phénomene intrinséque,
indépendant des transferts :

o Biais mutationnel déplacé vers A+T dans cette
région.




Reparation des lesions

s Quand le complexe atteint une 1ésion, la
réplication s’arréte :
e Recul de la fourche.

e Formation d’une jonction de Holliday sous
I’action des hélicases RecG et PriA

— Réparation par recombinaison homologue.

= Dans la région du terminus, les complexes
ter/Tus 1nhibent 1’action des hé¢licases !

o Réparation par le mécanisme de translesion.




| a translétion

s Réalisée par I’interme-
diaire des polymerases
SOS (pollll et pollV) : Délétion

o Introduction systéma- 5'A-G-C-C-T3'

tique de dAAMP (A-rule) 3'T-C- -G-A5'
aux sites abasiques : pollll / 1V ‘ Translétion

— EIlI'ICh.ISSGmGIlt. en A+T 5V A—G—C—C=T3"
de régions n’utilisant 3V T—C—A-G-A5"
pas la réparation par Mismatch
o pollll / 1V .
recombinaison. correction




Profil en G+C chez B. subtilis

23 4 PBSX

5 6 SPB
| T L ) I L R B | 1 °t ° T T

skin 7
500000 1000000 1500000 2000000 2500000 3000000 3500000 4000000

Position (pb)




Profil chez N. meningitidis

500000 1000000 1500000 2000000

Position (pb)




Les ilots de N. meningitidis

IHT-B 17.1 kb

=) D ) o7, i
503 504 505 506 [) 508 509 510

IHT-C 32.6 kb

I —— = — A A
(LTI . ) (I mC) O O C
1748 1749 1751 1752 1753 1755 1756 1757 1758 1759

1746 1747
1754

f;ﬁf”1, 17%5 f‘”*Illlllllilllllll-lllllll-lllllllll-llllllllllllllllllllllllll-lll l’ ‘Illllll‘
1769 1770

1764 ( 1767

IHT-A1 IHT-A2

) C) C) (]

) Des——0 0.0
512 513 514‘,;v 516 517 518[_: 520 S&21
519

Q) |
1760 1761

(- 1772 . (—X
1771 11773 1774 1775

66 : adénine rRNA méthylase, 67-70 : 97 : protéine de sécrétion, 98 :
protéines de biosynthése de la capsule, transporteur ABC

71-74 : protéines d’exportation de la
capsule

IHT-C

1747 : protéine TspB, 1750 : PivNM-2, 1751, 1769-70 : transposases,
1753-54 : protéines de phages, 1762-63, 1768 : toxines ou assimilées




Analyses multivariees

>

Espace de grande Espace a deux
dimension dimensions




Exemple de l'isoleucine




Tableaux utilisables par 'AFC

m Tableaux de contin-
gence :

e Tableaux ventilant une
population selon des
caracteres Croiseés.

m Par extension :

o Tous tableaux conte- :
nant des fréquences X.;
absolues (effectifs).

— Les marges (sommes [xzj]

lignes et colonnes) ont
une signification. p = 61 (codons Ter exclus)




Principe de I'AFC (1)




Principe de 'AFC (2)

D, : matrice diagonale
1 construite avec les
¢léments de R

D, : matrice diagonale
construite avec les
¢léments de C




Principe de 'AFC (3)

p valeurs et
vecteurs propres

N [
R,=YD,"U,

\

p facteurs




Fréequences relatives

>

Xij

J/CIG) = k

X = [x;]

p =59 (codons Met et Trp exclus)

s, = nombre de codons synonymes pour k
z; = 1/s; ¥j' si pas d’acide aminé k




Relative Synonymous Codon Usage

>

X

w

_ J
i ]

J/ I =k

/4

p =59 (codons Met et Trp exclus)

s, = nombre de codons synonymes pour k
w; = 1 Vj'si pas d’acide amin€ &




Ftudes réalisées avec 'AFC

Espéce

Article

Tableau

Bacillus subtilis

Borrelia burgdorferi

Chlamydia trachomatis
Caenorhabditis elegans
Drosophila melanogaster
Escherichia coli

Helicobacter pylori
Mycoplasma genitalium
Pseudomonas aeruginosa

Rickettsia prowazekii
Thermotoga matritima
Treponema pallidum
Divers

Shields et Sharp (1987)
Sharp et al. (1990)
Perriére et al. (1994)
Moszer et al. (1995)
Moszer et al. (1999)
Mclnerney (1998)

Lafay et al. (1999)
Romero et al. (2000)
Stenico et al. (1994)
Shields et al. (1988)
Holm (1986)

Médigue et al. (1991)
Lafay et al. (2000)
Mclnerney (1997)

Gupta et Ghosh (2001)
Grocock et Sharp (2002)
Andersson et Sharp (1996)
Zavala et al. (2002)
Lafay et al. (1999)
Grantham et al. (1980ab)

FA
RSCU
FA
FR
FR

FA

FR
FA+RSCU
RSCU
RSCU
RSCU
FA+RSCU
RSCU
RSCU
FA




Resultats chez E. coli

Génes haute expr.
+ Autres génes




Premier facteur de 'AFC

1/CAI

Génes haute expr.
+ Autres génes




Deuxieme facteur de 'AFC

Génes haute expr.
+ Autres génes




L’'indice de Kyte & Doolittle

m La valeur de I’hydrophobicité d’une prote-
ine (selon Kyte et Doolittle) est donnee par :

161

KD = %iE]niqﬁi

ou n est le nombre de codons du gene, n; le
nombre de codons i, et ¢, I’hydrophobicite

de I’acide aminé correspondant a ce codon.




Troisieme facteur de 'AFC

KD

A Protéines membr.
+ Autres protéines




Reéesultats chez H. influenzae

Génes haute expr.
+ Autres génes




Résultats chez H. pylori

-0.4 -0.2
F3

Génes haute expr.
+ Autres génes




Resultats chez B. burgdorferi

Génes haute expr.
+ Autres génes




Reésultats chez M. tuberculosis

-0.2-

0.4 T 0.2]

4
] e ]
-0.67 + -0.47

-0.8" . -0.6+— ——
075 -025 025 075 125 1.75 08 06 -04 02 0 02 04 06

FA1 RSCU1

Génes prot. ribosomales
+ Autres génes haute expr.
A Geénes prot. PE-PGRS
+ Autres génes




Resultats chez B. subtilis

0.2

-0.4-

0.6

0.6
0.4

0.2

0-
-0.21
-0.4
-0.67

-0.8]

-0.8+——

-0.8 -06 -04 0.2 O

FA1

LA DL R DL L DL -1-“‘
02 04 06 0.8 -0.6

Génes haute expr.
A Geénes prot. mb.
+ Autres génes

-0.4

-0.2

0

02 04 O
FRA1

0.8




Resultats chez B. subtilis

0.4-
0.3
0.2
0.1
0-

-0.1

-0.2]

-0.31

7 B A S E—
: -1 -08 -06 -04 -02 0 02 04 06
AV FR2

e Fréq. relatives UGC/UGU =1/0
m Fréq. relatives UGC/UGU = 0/1
+ Autres fréq. relatives




Approche comparative

Divergence A/B (T »g)
® Divergence A1/A2 (T,,)

B
Recherche croisée
des homologues
<

V.

l E <102

Statut Evénement probable

+Al -A2 Importation dans A1 apres T,,

+A1l +A2 Importation dans A aprés T,g
ou délétion dans B

+Al -A2 Délétion dans A2 apres T,

+Al Aucun événement

-Al Déléetion dans A1 aprés T,,

-Al Importation dans A2 aprés T,,

-Al Déléetion dans A apres T,g




Analyses effectuées

102 »| 126 | 144>
124 114 <

Escherichia | Salmonella

- Pertes |
—» Transfert récent

Helicobacter | Campylobacter » Transfert ancien

Streptococcus




Gains et pertes

s Nb. d’acquisitions sys-
tématiquement supe-
rieur au nb. de pertes :

o Augmentation de la
taille des génomes :

— Cas des deux E. coli
O157:H7 pathogenes.
o Il existe un turnover

rapide des genes trans- :
L, ¥ Pertes observées
féres: ¥ Transferts récents

— De¢létion peu de temps
apres transfert.




Etude de 'usage du code

» Analyse par une AFC:

o Séparation des genes en cing groupes :

— Eléments IS, génes natifs, phages et prophages, transferts
récents et transferts anciens.

o Tirage aleatoire de 200 représentants parmi 1’ensemble
des geénes appartenant a la classe « native ».

o Tirage aléatoire de 50 représentants pour les phages et
les éléments IS.

o Dix repétitions effectuees pour vérifier la conservation
des resultats avec des echantillons différents.
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Escherichia coli

Axe 2 (codons)

Axe 1 (génes)

IS

Geénes natifs
Phages
Transferts récents
Transferts anciens

-0.6 |

-0.8 -
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Axe 1 (codons)
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Salmonella enterica

T

T
-08 06 -04 -02 O

Axe 1 (génes)

IS
e (Génes natifs
= Phages
v Transferts

0.2

0.4

Axe 2 (codons)

-0.2 1

-0.4 1

-0.6

-0.8
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Axe 1 (codons)




Streptococcus pneumoniae

Axe 2 (codons)
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Helicobacter pylori

—_— "’T
A c
c o
3 3
o) S
N o~
o
< o
< x
<

T T T

-0.2 0 0.2 0.4 0.8

Axe 1 (génes) Axe 1 (codons)

IS
e Geénes natifs
v Transferts




Contenu en G+C3

1 S. pneumoniae (35 %) S. Enterica (57 %)

Natif Natif Ph.

| H. Pylori (41 %) } 1 E. coli O157:H7 (53 %) }

Natif TH* Natif Ph. THA* THR*

* Test de Mann-Whitney significatif a P < 10~




Hypotheses possibles

» Biais dans les s€équences reconnues par les
systemes de restriction :

o Celles-c1 apparaissent comme ¢tant globalement
riches en G+C (70 % dans REBASE).

= Biais au niveau des vecteurs impliqués dans
les transferts (phages et ¢léments IS) ?

m Les transferts horizontaux, un sous-produit
des besoins en Adénine des bacteries ?




Competition métabolique

= Parmi les ribonucléosides triphosphates
(NTP), ’ATP est le plus abondant :

o Au cceur de toutes les voies métaboliques.

= De tous les désoxyribonucléosides triphos-
phates (ANTP), le dCTP est le plus coliteux a
synthétiser.

s [a transformation, un mécanisme biais€ vers
la capture d’ADN riche en Adénine ?




Biosynthese des dNTP

Purines :

IMP

/\7 AMP

NADH
\\ ATP GDP

/ ATP  AMP + PP,
NAD+ <y

= \\/A> GMP

Pyrimidines :

UMP K\) UTP K\

2ATP 2ADP ATP ADP

XM




