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RESUME

Ce mémoire de bioinformatique vise & utiliser des structures mathématiques et
des logiciels informatiques afin d’étudier le processus de recombinaison modulaire
chez les bactériophages. On y décrit une méthode basée sur une structure d’ordre
partiel pour construire des graphes qui permettent d’obtenir un alignement mul-
tiple d’ensembles de génomes de bactériophages, ainsi qu'un logiciel interactif qui
permet de visualiser les graphes d’alignement.

Mots-clés : bactériophages, génomique comparative, alignement de génomes en-
tiers, ordre partiel.






INTRODUCTION

Dans la derniére décennie du 20° siécle, les méthodes manuelles de séquengage
génomique ont cédé la place & des méthodes automatiques dont la vitesse et
I'exactitude n’ont cessé de croitre. Un exemple suffira pour illustrer I’ampleur
de cette évolution : le séquengage du premier génome humain, achevé en 2003, fut
un projet multinational de 15 ans, avec un budget de trois milliards de dollars. En
comparaison, séquencer un génome humain de nos jours cofiite environ 70 dollars.
Le nombre d’organismes dont le génome est entiérement séquencé et disponible
dans une banque de données en ligne est en croissance exponentielle depuis le

début du 21° siécle.

Cette explosion de données est une véritable révolution en biologie, une révolu-
tion dont les conséquences sont encore difficiles & entrevoir. Comment enregistrer,
classifier et rendre disponibles toutes ces données ? Et surtout, comment les inter-
préter 7 Pour avoir espoir de transformer ces données en information utile, il faut
disposer d’outils automatisés qui permettent de donner un sens biologique & ces

pétaoctets de séquences nucléotidiques.

Nous disposons de la séquence génomique de plusieurs mammiféres, plantes et
bactéries. Pour de tels organismes, de nombreuses approches basées sur I'identité
de séquence permettent de faire du transfert d’annotation et d’affirmer — lorsque
les portions identiques sont assez longues pour que leur similarité ne soit pas dﬁe
au hasard — que deux séquences provenant du génome de deux organismes fort

différents sont « la méme », c’est-a-dire qu’elles proviennent d’un ancétre commun.

Les bactériophages sont abondants mais leur variabilité est encore mal connue.



Chaque nouveau bactériophage séquencé ameéne de la nouveauté, sous la forme
de séquences qui ne figurent nulle part dans les banques de données. A cause de
la nature particuliére du processus d’évolution chez les bactériophages, la nature
des problémes mathématiques et informatiques posés par l'interprétation de leurs
séquences génomiques est différente : les méthodes efficaces avec les génomes de
mammiféres ou de bactéries ne sont que de peu d’utilité pour traiter les génomes

de bactériophages.

Le probléme spécifique dont il sera question dans ce mémoire est donc le suivant :
développer une approche automatisée ou semi-automatisée permettant d’obtenir
des alignements multiples de génomes de bactériophages qui soient biologiquement

signifiants.

Le premier chapitre de ce mémoire décrit briévement la structure des génomes
de bactériophages et explique la nécessité d’une nouvelle approche pour comparer

leurs séquences génomiques.

Dans le chapitre 2, on décrit une approche utilisant la notion mathématique
d’ordre partiel permettant d’obtenir, & partir uniquement de la séquence géno-
mique d’'un ensemble de bactériophages, un alignement multiple possédant un

sens biologique.

Le chapitre 3 explore les limites de cette approche et identifie les caractéristiques

. particuliéres des génomes de phages qui font qu’elle se préte bien a leur étude.

Dans le chapitre 4 sont donnés des détails sur les algorithmes permettant d’im-

planter la méthode décrite au chapitre 2.

Les algorithmes décrits au chapitre 4 ont été utilisés pour écrire un outil inter-
actif d’alignement appelé Alpha. Le chapitre 5 montre des graphes d’alignement

obtenus par Alpha a partir de données génomiques réelles et illustre comment cet



outil permet de comparer les génomes d’un ensemble de bactériophages.

Les résultats présentés dans ce mémoire ont fait 'objet de publications (Swenson
et al., 2013; Bérard et al., 2016) que le lecteur est invité & consulter pour de plus

amples informations.

En tant que membre de 1’équipe de recherche, j’ai participé a ’ensemble des dis-

cussions concernant ce projet. Mes contributions spécifiques incluent notamment :

— les résultats présentés au chapitre 3 concernant la colinarité fonctionnelle,
ainsi que les contre-exemples qui y sont donnés;

— la conception et 'implantation d’un algorithme efficace, présenté au cha-
pitre 4, pour la construction du graphe des colonnes;

— la présentation du projet & une équipe de recherche du LIFL (Laboratoire

d’informatique fondamentale de Lille).






CHAPITRE I

NOTIONS BIOLOGIQUES SUR LES PHAGES

1.1 Qu’est-ce qu’un bactériophage 7

Les bactériophages — littéralement : « mangeurs de bactéries »—, dits aussi
« phages », sont des virus qui infectent les bactéries. Ils sont considérés comme les
entités biologiques les plus abondantes sur la planéte, avec une population estimée
a 10%! phages. Cette estimation provient de deux études : 'une (Whitman et al.,
1998) estime le nombre de bactéries a 10%°, et I’autre (Weinbauer, 2004) estime
que chaque bactérie est hote de 10 bactériophages en moyenne, ce que 'article
appelle le VBR ou virus-to-bacteria ratio. Les bactériophages sont présents dans
I’ensemble de la biosphére, particuliérement dans les océans et la terre arable,
et ont été détectés jusque dans des habitats extrémes comme les sources d’eau

chaude volcaniques (Ackermann, 2011).

Malgré cette abondance, ce n’est que depuis environ 100 ans qu’on connait leur
existence. En 1915, I’Anglais Frederick Twort a remarqué la présence de zones
exemptes d’un certain type de bactérie dans ses cultures et a spéculé sur la rai-
son de ce fait (Twort, 1915). En 1917, le Canadien Félix d’Hérelle a pris position
(d’Herelle et al., 1917) en faveur de l'existence de virus ultra-microscopiques
s’attaquant aux bactéries, et qu'’il a baptisés bactériophages. Des expériences sub-

séquentes lui ont donné raison.



D’Hérelle s’intéressait aux phages surtout pour leurs propriétés thérapeutiques et
il est considéré comme le fondateur de ce champ d’étude, appelé phagothérapie.
La découverte des antibiotiques én 1941, moins spécifiques que les phages mais
plus faciles & manipuler (Kutter et al., 2010), a beaucoup diminué l'intérét pour
la phagothérapie sauf dans les pays de I'Est, qui n’avaient pas un accés facile
aux antibiotiques durant la seconde Guerre mondiale et la guerre froide. De nos
jours, la multiplication des souches de bactéries résistantes aux antibiotiques et les
avancées en édition génomique ont renouvelé 'intérét pour I'utilisation des phages

a des fins thérapeutiques (Cox et al., 2015).

L’organisme chargé de la taxonomie des bactériophages est le International Com-
mittee of Taxonomy of Viruses, ou ICTV, qui les classe en six ordres taxonomiques
selon leur fofme. Plus de 96 % des phages font partie de Pordre Caudovirales, ca-
ractérisé par une morphologie & queue. La taxonomie se divise ensuite en quelque
87 familles et 19 sous-familles, sur la base de la morphologie et des propriétés
physico-chimiques mais aussi, de plus en plus, sur la base de données génomiques
(Ackermann, 2011). La figure 1.1 montre une représentation schématique d’un
bactériophage de ’ordre Caudovirales. On peut distinguer, de haut en bas, la téte
ou capside renfermant 'ADN viral, la longue queue verticale, et les pattes qui
permettent au bactériophage d’agripper la cellule dans laquelle il introduira son
ADN. Lors de l'introduction de I’ADN, la partie inférieure de la queue pénétre a
Pintérieur de la cellule et 'ADN viral est transféré de la capside a la cellule en

passant par l'intérieur de la queue.

1.2 Structure et théorie modulaire

Vu leur petite taille, les génomes de phages ont été rapidement ciblés par des
projets de séquengage de génomes complets. En fait, le premier génome complet

a avoir été séquencé, en 1977, est celui d’un bactériophage de 5375 nucléotides



Figure 1.1 Représentation schématique d*un bactériophage (source : Wikimedia,
licence Creative Commons)

(Sanger et al, 1977). Depuis, le nombre de phages ayant eu leur génome sé-
quencé au complet ou en partie n'a cessé de croitre 4 un rythme de plus en plus
rapide. En date d’avril 2018, la banque de données PhagesDB (Russell et Hat-
full, 2016) répertorie 12992 bactériophages, parmi lesquels 2534 ont leur génome
complet séquencé. Des centaines de génomes sont ajoutés 4 cette banque de don-
nées chaque année. Cette abondance de données génomiques et la compacité du
génome ont permis d'étudier de prés la structure génomique des phages et de
prendre conscience qu’elle présente des particularités dont nous allons maintenant

discuter.

Chez tous les étres vivants, y compris les phages, les mutations génétiques ponc-
tuelles — en anglais, « single nucleotide polymorphisms » ou SNPs — sont des
facteurs prépondérants de la variabilité génétique. Certaines espéces, comme les
humains, utilisent aussi la recombinaison homologue pour échanger du matériel
génétique entre des séquences d’ADN semblables situées soit sur deux molécules

différentes ou sur la méme molécule. Ici, le terme semblables veut dire que les



séquences en question contiennent la méme séquence génomique, sauf en certains
points isolés ol se trouvent les mutations ponctuelles. Les modéles biologiques
du phénoméne de recombinaison sont bien étudiés et la recombinaison homologue
de segments porteurs de mutations différentes est & 'origine de la variété géné-
tique. La similarité de séquence étant habituellement corrélée avec la similarité
fonctionnelle, elle est trés utilisée en génétique des populations. La majorité des
algorithmes utilisés pour comparer des organismes et reconstruire leur histoire
évolutive utilisent la similarité de séquence comme un outil de base (Kececioglu

et Gusfield, 1998).

L’étude du génome des phages montre une tout autre réalité. Lorsque plusieurs
phages d’espéces différentes infectent la méme bactérie, ils peuvent s’échanger du
matériel génétique et ainsi former des nouveaux phages. Lorsqu’on compare ces
nouveaux phages a leurs « parents », on constate que des séquences semblables
alternent avec des séquences sans aucune similarité. Cette découverte a donné
lieu, il y a une quarantaine d’années, a la théorie modulaire (Botstein, 1980) de la
structure des phages. Selon cette théorie, le génome d’un phage est un assemblage
de modules, chacun ayant une fonction biologique précise. Par exemple, le génome
des phages siphovirus contient les modules suivants.

1. Lysogénie.

2. Métabolisme de ’ADN.

3. Morphologie de la téte.

4. Morphologie de la queue.

5. Lyse.

Chacun de ces modules a une fonction biologique précise. Ainsi, le premier module
concerne l'intégration du génome du phage dans I’ADN circulaire de la bactérie
au moyen d’un géne appelé intégrase. L'important pour un module est la fonction

biologique et non la séquence génomique. Ainsi, deux séquences avec trés peu



de similarité peuvent accomplir la méme fonction biologique, de la méme fagon
qu’on peut utiliser des outils fort différents pour obtenir un méme résultat. Il existe
donc pour chaque module un certain nombre de variantes, qui sont les différentes
implémentations de celui-ci. Pour faire une analogie, le module propulsion dun
bateau peut étre implémenté par la variante voile, la variante rames, la variante
moteur a essence, etc. qui sont toutes des fagons légitimes d’assurer la propulsion
du bateau, méme si elles ne partagent guére de similarité en ce qui concerne leur

apparence ou leur principe de fonctionnement.

Pour le module lysogénie dont il a été question ci-haut, les différentes variantes
correspondent & différents endroits dans le génome bactérien ou le phage peut
intégrer son ADN. Pour la bactérie Staphylococcus aureus, on connait une dizaine
de sites d’intégration sur le génome, chacun avec une variante du module lysogénie
correspondant (Kahankova et al., 2010). Bien que toutes les variantes du module
accomplissent la méme tache, leur séquence génomique est spécifique a la séquence
bactérienne a 1’endroit d’insertion, et les variantes différent entre elles au point ol

aucun alignement nucléotidique significatif n’est possible entre deux variantes.

La division du génome des phages en modules peut se faire & différents niveaux
de finesse. Par exemple, le module lysogénie peut lui-méme étre divisé en sous-
modules, parmi lesquels figure le géne codant pour la protéine intégrase. Tous les
phages possédent évidemment une variante de chacun des cinq modules ci-dessus,
car I'absence de I'un d’entre eux rendrait le phage non viable. Par contre, si on
définit les modules plus finement, alors il arrive que certains modules soient absents
du génome de certains phages. Par contre, lorsque des modules sont présents, ils lé
sont toujours dans le méme ordre. Toutefois, puisque plusieurs copies du génome
d’un phage sont concaténées les uns aux autres durant l'infection d’une bactérie,
il arrive que des recombinaisons se produisent entre la fin d’une copie du génome

et le début de la copie suivante. C’est pourquoi, dans 1’étude des recombinaisons,
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Figure 1.2 Concaténation de trois copies d'un génome de phage

il est nécessaire de faire I’hypothése que les génomes de phages sont circulaires.
L'ordre de modules doit done toujours étre compris & une permutation circulaire

prés.

La raison qui explique que de multiples copies du génome du phage sont conca-
ténées dans la bactérie hote est que 'ADN introduit dans la bactérie hote est &
double brin, mais avec deux extrémités & simple brin appelés ertrémifés cohésives.
Ces extrémités sont complémentaires, de sorte qu'elles auront tendance a former
des liens entre elles et ainsi former une longue molécule composée de plusieurs
copies du génome. Ce processus a été d'abord observé avec le bactériophage A
(Hershey et al., 1963) et ensuite généralisé 4 d’autres familles de bactériophages
(Kaiser et Wu, 1968).

La figure 1.2 illustre ce processus. On y voit trois copies du génome viral com-
portant des extrémités cohésives en couleur (rouge et bleu étant complémentaires
I'une & l'autre) qui s'apparient et forment une longue molécule formée de trois
copies concaténées du génome viral. Les deux extrémités de la longue molécule
peuvent aussi s'apparier de maniére & former un génome circulaire, mais les détails

biologiques ne sont pas pertinents pour notre modéle.
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Figure 1.3 En haut, comparaison des génomes des phages P et H montrant un
motif de régions fortement dissimilaires qui alternent avec des régions fortement
similaires. En bas, un événement de recombinaison : les phages P et R utilisent
leurs régions similaires pour produire le phage (). Les pourcentages correspondent
au pourcentage d'identité entre les régions.

1.3 Recombinaison modulaire

Les mécanismes de la recombinaison ne font pas I'unanimité chez les chercheurs.
Une hypothése de longue date (Weisberg et Adhya, 1977) est que les phages se re-
combinent de maniére illégitime, c'est-a-dire 4 des endroits choisis aléatoirement
dans le génome, et que les organismes non viables ainsi obtenus sont éliminés
par sélection naturelle, laissant ceux que le hasard a faits viables. Cette hypo-
thése est toujours considérée par les chercheurs (Krupovic et al., 2011), mais une
deuxiéme voie est également explorée. Martinsohn (Martinsohn et al., 2008) pro-
pose plutét que de courtes séquences hamolémgues flanquant les modules jouent un
role d’ancres et permettent I'échange des séquences divergentes qu’elles encadrent,

comme illustré a la figure 1.3.
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Cette théorie a été vérifiée in silico (Swenson et al., 2013) par 'étude de 31 gé-
nomes de phages infectant la bactérie Staphylococcus aureus dans le but de les ali-
gner et d’identifier des modules et leurs variantes. Une approche semi-automatique
a permis d’aligner les 31 génomes sur prés de 80 % de leur longueur. Lors de cet
alignement, de courts segments, mesurant autour de 50 nucléotides chacun, ont été
identifiés entre les modules. Ces segments présentent un haut taux de conserva-
tion parmi tous ou presque tous les génomes étudiés, et apparaissent & intervalles
réguliers. Ces segments ont été baptisés ancres et sont & la base des techniques

d’alignement présentées dans (Swenson et al., 2013) et (Bérard et al., 2016).



CHAPITRE II

ALIGNEMENT DE GENOMES DE PHAGES A L’AIDE DE GRAPHES

Etant donné un ensemble de génomes de phages, notre but est de construire ab
initio (c’est-a-dire & partir de la séquence génomique seulement, sans utiliser d’in-
formation supplémentaire telle que des annotations) un alignement multiple de
ces génomes qui soit biologiquement signifiant. Le terme «biologiquement signi-
fianty veut dire ici que 'objectif est d’aligner des séquences génomiques lorsqu’elles
correspondent & une fonction biologique semblable, méme si elles ne présentent
aucune similarité de séquence. L’alignement ainsi obtenu pourra étre utilisé, par
exemple, pour faire du transfert d’annotation. Les outils classiques d’alignement
étant fondés sur la similarité de séquence, ils ne peuvent pas, & eux seuls, résoudre

ce probléme.

Pour atteindre notre but, nous utilisons trois particularités des génomes de phages :

1. La colinéarité fonctionnelle : & 'intérieur d’une méme famille de phages, les
fonctions biologiques sont présentées dans un ordre qui est le méme d’un

phage & ’autre (& une permutation circulaire pres).

2. La pression d’efficacité sur le génome des phages, qui fait en sorte que pra-
tiquement toute la séquence est codante et que les répétitions de segments

sont rares chez les phages.

3. Laprésence de longues séquences identiques partagées par des sous-ensembles
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de phages d’'une méme famille, et qui serviront d’«ancres locales» pour si-
tuer les séquences uniques entre celles-ci et inférer leur fonction & partir du

principe de colinéarité.

La construction procéde en trois étapes et utilise les graphes et multigraphes orien-
tés comme structure de données servant de support a ’alignement. L’utilisation de
graphes dans la construction d’alignements multiples de génomes entiers est une
technique éprouvée (Kehr et al., 2014) qui posséde de nombreuses variantes. Dans
la plupart des cas, la derniére étape consiste & « aplatir »le graphe de maniére a
obtenir un alignement unidimensionnel entre deux séquences, mais comme nous
allons le voir, la structure modulaire des génomes de bactériophages fait qu’il y a

un intérét & exprimer leur alignement au moyen d’un graphe.

Les trois étapes de notre construction sont les suivantes. A la fin de chaque étape,

on obtient un graphe ou un multigraphe orienté.

1. Dans un premier temps, nous construisons un multigraphe d’alignement
multiple appelé «graphe des colonnesy, basé sur des appariements de paires
de génomes. Dans le graphe des colonnes, chaque sommet représente une

colonne de 1'alignement.

2. Dans un deuxiéme temps, les sommets successifs du graphe des colonnes
qui couvrent le méme ensemble de génomes sont fusionnés de maniére &
créer le «graphe d’alignement», qui est un multigraphe. Dans le graphe

d’alignement, chaque sommet représente un alignement exact et maximal.

3. Finalement, le graphe d’alignement est contracté de maniére & diminuer
le nombre de sommets et augmenter la proportion de sommets qui repré-
sentent des alignements biologiquement signifiants, et les arétes multiples
entre deux sommets sont fusionnées de maniére & obtenir un graphe et
non un multigraphe. Les sommets du graphe contracté représentent des

alignements sans trous mais pas forcément exacts.
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Nous allons maintenant préciser les trois étapes de la construction et les illustrer
avec des petits exemples, puis nous montrerons un exemple plus réaliste de graphe

d’alignement obtenu & partir de données réelles sur six génomes de bactériophages.

2.1 Des appariements au graphe des colonnes

Soit G = {G},G3,...,Gr} un ensemble de génomes de phages. Nous allons noter
Gi[s] le nucléotide en position s de G, et G;[s..t| la séquence formée des nucléotides
de la position s & la position t de G;. Les positions sont numérotées a partir
de 1. Par exemple, si G; = ATTGCA et Gy = TGCCA, on a G1[l] = G3[5] = A et
G1[3..5] = G2[1..3] = TGC.

Notre outil de base est trés simple : il s'agit de l'identité de séquence. Lorsque
deux génomes différents G; et G; sont tels que G;[s..t] = G;[u..v] (ce qui implique
que t — s = u —v), on dit que nous avons un appariement A = {G;[s..t],G;[u..v]}
de longueur £ — s+ 1. Un appariement affirme que les deux séquences sont égales et
véhicule I'idée que les deux séquences étaient auparavant «la méme», autrement dit
qu'elles correspondent 4 une méme séquence dans le génome d'un ancétre commun.
Un appariement entre deux séquences correspond & un alignement trivial entre
celles-ci. Par exemple, Pour G; = ATTGCA et Gy = TGCCA, I'alignement présenté a
la figure 2.1 correspond & l'appariement A = {G,[3..5], Gz[1..3]}.
ATITGC CA
TGC|C A

Figure 2.1 Un alignement entre deux séquences

(Juand on a un ensemble d'appariements couvrant plusieurs génomes, chaque ap-
pariement permet d'établir un alignement entre des positions de ces génomes, et
par transitivité on peut en déduire un alignement entre d’autres positions, méme

si ancun appariement individuel n'implique ces positions.
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Exemple 1. Considérons les trois génomes
(1 = ATTGCA, (3 = TGCCA, (3 = CAGGCA
et les deuz appariements
A ={G1[3.5],G3[1.3]}, Ay = {Ga[2..5],G3[3..6]}.

Comame le montre la figure 2.2, ces dewr appariements permellent ensemble déla-
blir I'égalité entre les deur séquences GC en grisé dans Gy et G3, méme si aucun

appariement n'implique G, et Gj.

A T[T C €A
T[G clc a
CA[GCC A

Figure 2.2 Un alignement entre trois séquences

Un ensemble d’'appariements permet donc de regrouper les positions de tous les
génomes étudiés en classes d’éguivalence. Deux positions sont dans une méme
classe s'il existe un appariement, ou un ensemble d’appariements, qui permet d'en
établir I'égalité (autrement dit, qui permet de les aligner). D'un point de vue
biologique, une classe d'équivalence correspond & une position dans le génome
ancestral d'oil proviennent les génomes étudiés : deux positions qui sont dans la

méme classe sont réputées provenir de la méme position du génome ancestral.

Exemple 1 (suite). La figure 2.5 montre comment on peut former les classes
d’équivalence avec avec les positions des trois génomes Gy, Gy et G, 4 partir des
deur appariements Ay ef A; donnés plus haut. Dans la figure 2.3, chagque encadré

correspond d une classe d’équivalence.
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|AIT£|E‘G|L,A

A

Figure 2.3 Classes d'équivalence formées a partir de deux appariements

Nous noterons py; la position j du génome G; et [p;;] la classe d'équivalence de
cette position. Nous appellerons colonnes ces classes d'équivalence, puisqu’elles
constitueront les sommets du graphe des colonnes et correspondront aux colonnes
de I'alignement multiple que nous construisons. Le support sp [p;;] d'une colonne

est |'ensemble des génomes qui ont une position dans [p;;].

Exemple 1 (suite). Selon la notation que nous venons de définir, les diz colonnes

de cet exemple sont

{pu}, {2}, {pa}s {3, pu}s {ps2}s {Pra, P22, P}, {P15, Pas, paal,
{Pe}, {P21, P35} {p2s, pas }

Le graphe des colonnes est formé & partir de 'ensemble des colonnes (c'est-a-dire
des classes d'équivalence) de la maniére suivante. Les sommets du graphe sont
les colonnes, et il y a une aréte entre les colonnes [p;;] et [pu] chaque fois qu'un
certain génome G, a une position p,, dans [p;;] et la position suivante py(s41) dans
[pw]. Puisque tous les nucléotides d'un génome, sauf le dernier, ont un successeur,
le nombre d’arétes dans le graphe des colonnes est donc égal 4 la taille totale de

'ensemble des génomes, moins le nombre de génomes.

Exemple 1 (suite). Le graphe des colonnes correspondant & notre exemple est
montré d la figure 2.4.
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ATt e chla]
TG H{c c.a
[ch{alccici{a

Figure 2.4 Graphe des colonnes pour trois génomes
2.2 Du graphe des colonnes au graphe d'alignement

Une fois le graphe des colonnes établi, la deuxiéme étape consiste & [usionner

certains de ses sommets pour obtenir le graphe d’alignement, qui est plus compact.

Lorsque deux sommets adjacents dans le graphe des colonnes ont le méme support,
cela veut dire qu'ils alignent des positions successives dans les mémes génomes.
On peut donc les fusionner. Le graphe obtenu en effectuant toutes les fusions
de sommets adjacents de méme support dans le graphe des colonnes s'appelle le
graphe d'alignement. C'est un multigraphe dont chaque sommet représente un

alignement exact et maximal impliquant un sous-ensemble des génomes.

Exemple 1 (suite). Le graphe d’alignement de notre exemple comporte 6 sommets
et 7 arétes. Il est représenté a la figure 2.5.

[hTT

| T+ GC

[ca}—ac]

CA
CA

Figure 2.5 Graphe d’alignement pour trois génomes

2.3 Du graphe d’alignement au graphe contracté

A partir du graphe d’alignement, on obtient le graphe contracté en effectuant

deux opérations de fusion : on fusionne d’abord des sommets pour obtenir un
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graphe intermédiaire, puis on fusionne des arétes dans ce graphe intermédiaire

pour obtenir le graphe contracté,

La fusion des arétes consiste & transformer le multigraphe en graphe en fusionnant

toutes les arétes qui vont d'un sommet donné A un autre.

Exemple 1 (suite et fin). En fusionnant les arétes du graphe d'alignement de
notre ezemple, on obtient le graphe d’alignement montré 4 la figure 2.6.

Figure 2.8 Graphe contracté pour trois génomes

Avant cette étape, on procéde A la fusion des sommets. La fusion des sommets
simplifie le graphe et aide & donner un sens biologique & un maximum de sommets
du graphe. En effet, jusqu'a maintenant, les sommets sont formés d'alignements
exacts, c'est-a-dire 4 100% d'identité. En relaxant cette contrainte de maniére &
permettre des alignements avec un peu moins de 100 % d'identité, mais sans inser-
tion ni délétion, on permet a des séquences qui différent seulement par quelques
mutations ponctuelles d'étre représentées par le méme sommet. La raison de cette
opération est qu'il se peut que des séquences génomiques différent en certaines
positions suite 4 des mutations ponctuelles, mais qu’elles partagent une fonction
biologique. Dans le graphe des colonnes, ces séquences seront représentées par
plusieurs sommets. Il est donc souhaitable de fusionner ces derniers, méme si

I'alignement n'est plus exact.
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Tableau 2.1 Portions du génome de six bactériophages de S. aureus

Nom Numeéro d’accession Positions dans Longueur
Genbank le génome
Bactériophage 85  AY954953.1 27207-30036 2830
Bactériophage 92  AY954967.1 25124-27683 2560
Bactériophage 53  AY954952.1 26006-29079 3074
Bactériophage 29  AY954964.1 25241-28577 3337
Bactériophage 88  AY954966.1 25193-27946 2754
Bactériophage 187 AY954950.1 21462-22997 1536

24 Un alignement impliquant six génomes

Pour illustrer un graphe d’alignement construit & partir des séquences génomiques
réelles, nous avons considéré six génomes de bactériophages de Staphylococcus
aureus. Nous en avons extrait la séquence commencant au géne codant pour la
protéine intégrase et s’arrétant aprés le géne codant pour la protéine invertase.
Ces deux génes ont été choisis parce qu’ils sont communs aux six génomes et ils
sont bien annotés dans la banque de données Genbank. Grace aux annotations
de Genbank, nous avons eu la confirmation que les génomes sont colinéaires : les
protéines codées par chacun des génomes sont dans le méme ordre pour les six.
Les noms des bactériophages, les numéros d’accession et les positions exactes dans

le génome sont données dans le tableau 2.1.

En analysant ces séquences nucléotidiques a ’aide de l'outil de comparaison de
séquence Blast (Altschul et al., 1990), on peut constater que certains bactério-
phages ont de longues séquences nucléotidiques en commun, suivies de régions
otl il y n’a pas d’homologie détectable. La structure en mosaique du génome des
phages, ou des régions presque identiques alternent avec des régions fortement

dissimilaires, est bien apparente.
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La figure 2.7 montre un exemple d’alignement des six séquences construit par
Blast. Chaque ligne colorée représente un bactériophage, dans le méme ordre que
le tableau 2.1. Les portions des lignes qui sont en couleur représentent des aligne-
ments exacts ou presque exacts entre le bactériophage 85 (la ligne du haut) et
les autres bactériophages, tandis que les portions des lignes qui sont minces et en

noir représentent des régions sans aucune homologie.

Color key for alignment scores
W40 W 40-50 B s0-80 B 20-200 H==200

1 550 1100 1650 2200 2750

20 ]
|

Figure 2.7 Alignement de six génomes de bactériophages avec Blast

Au vu des alignements construits par Blast, on peut diviser chaque séquence gé-
nomique en régions d'au moins 50 nucléotides qu'on identifiera par des lettres.
La présence d'une méme lettre dans plusieurs séquences génomiques indique que
les régions en question s'alignent avec prés de 100% d’identité. Par contre, deux
lettres différentes ne présente aucune homologie détectable. Ainsi, chaque séquence

génomique devient une séquence de variantes comme indiqué dans le tableau 2.2.

Tableau 2.2 Séquences de variantes extraites de bactériophages de S. aureus

Nom Séquence de variantes

Bactériophage 85 ABCDEFGN
Bactériophage 92 ABDEFGN
Bactériophage 53 ~AHDMFGN
Bactériophage 29 ABCLFIJN
Bactériophage 88  ABIFJN
Bactériophage 187 AKFIN
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Figure 2.8 Alignement de six génomes de bactériophage avec Blast, avec les
identifications de certaines variantes

Figure 2.9 Le graphe d’alignement de six séquences extraites de bactériophages
de S. aureus

Dans l'alignement de la figure 2.7, on peut distinguer certaines de ces variantes,
comme indiqué a la figure 2.8. Pour les parties encore non identifiées, on peut
utiliser & nouveau Blast pour aligner un autre bactériophage que 85 avec tous les

autres, et ainsi décomposer tous les génomes en variantes, petit a petit.

Une fois les génomes représentés comme des suites de variantes, on peut appli-
guant les procédures décrites dans les sections 2.1 4 2.3 pour construire le graphe
des colonnes et le graphe d’alignement. On trouve que le graphe d’alignement

contracté correspondant & ces séquences est celui présenté & la figure 2.9.

Cette méthode de construction du graphe d'alignement présente de similitudes
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avec l'aligneur Threaded Blockset Aligner (Blanchette et al., 2004), utilisé entre
autres a |’étape de reconstruction des régions synténiques dans un contexte de
reconstruction d’un génome ancestral (Diallo et al., 2009). Il ne s’agit pas d’ali-
gnement de génomes de bactériophages, mais les idées de ce chapitre s’appliquent

des lors qu’on peut garantir la colinéarité.

2.5 Identification des ancres et constats initiaux

Notre but est d’obtenir un alignement. En d’autres termes, on souhaite identifier
des variantes et dire : « ces variantes font partie d’'un méme module ». Le graphe
d’alignement nous permet déja de poser un certain nombre de constats concernant
’alignement des six séquences, et de prédire que certaines variantes appartiennent
a un méme module. On remarque d’abord que toutes les six séquences commencent
par la variante A, se terminent par la variante N, et contiennent la variante F

quelque part entre les deux. Ces variantes A, F, N sont donc des ancres.

Entre les ancres F et N, chaque génome contient exactement une variante parmi G
et J. Ces variantes sont donc identifiées comme des variantes d’un méme module,
méme si elles ne présentent aucune similarité de séquence. Nous avons donc iden-
tifié quatre modules jusqu’a maintenant. Les voici avec leurs variantes. Comme
nous ne savons pas encore le nombre de modules, on note n le dernier module.

— Module 1: A

— Modulen—2: F

— Modulen—1:G,J

— Module n : N
Considérons maintenant la variante D. Elle n’est présente que dans quatre des six
génomes, donc on l'appellera une ancre locale. Lorsqu’elle est présente dans un
génome, alors il y a exactement une variante parmi E et M qui est entre 'ancre

locale D et I’ancre F. Cela nous permet d’identifier E et M comme variantes d’un
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méme module, et D comme une variante du module précédent. On peut donc
poursuivre :

— Module n —3: E, M

— Modulen—-4:D ‘
Si on veut poursuivre ce raisonnement, cela devient plus compliqué. Par exemple,
les variantes B et C précédent toutes deux la variante D. Doit-on donc les placer
dans un méme module? Non, puisque C est aussi un successeur de B. Et que
dire de la variante L.? Bien que le graphe nous incite a la placer dans le module
‘n — 3 avec les variantes E et M, il se pourrait que les génomes ou L est présente
n’aient aucune variante du module n — 3 et que L soit une variante d’un module

précédent.

N

Pour clarifier les choses et éviter de devoir se fier & un raisonnement ad hoc a
chaque fois, on peut étudier les propriétés combinatoires de I’ordre partiel repré-
senté par le graphe d’alignement. On aboutira ainsi & une procédure qui permet

de regrouper les variantes en modules.

2.6 Du graphe d’alignement & 1’alignement

Nous utiliserons la notion d’antichaine pour nous aider & définir les modules et &

y placer les variantes.

Définition 1. Une antichaine d’un ensemble partiellement ordonnéV est un sous-
ensemble de V tel que deux éléments quelconques de ce sous-ensemble ne sont

jamais comparables.

S’il y a des antichaines, c’est qu’il y a des chaines. Nous utiliserons ce concept

plus tard, alors aussi bien le définir dés maintenant.

Définition 2. Une chaine d’un ensemble partiellement ordonné V est un sous-

ensemble de V tel que deuz éléments quelconques de ce sous-ensemble sont toujours
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comparables.

Dans le graphe d’alignement, une chaine est un ensemble de sommets ayant la
propriété qu'il existe un chemin dans le graphe qui passe par tous les sominets
de la chaine. Cet ensemble est totalement ordonné et posséde done un élément

maximal (celui qui est « au bout » de la chaine).

Nous utiliserons le graphe d’alignement pour partitionner 1'ensemble de ses som-

mets en antichaines.

Définition 3. Soit V un ensemble partiellement ordonné. Nous dirons que M,,
Ms, ..., M, forme une partition en antichaines compatible de V' si les quatre
conditions suivantes sont satisfaites

— chagque M; est une antichaine,

— MiUM;U-- UM, =YV,

— MinM; =0sii#j,

— Pourtousz,yeV, s <yetye M, impliguez e MyUM U+ UM,_,.

Etant donné un ensemble partiellement ordonné V, on peut trivialement en obtenir
une partition en antichaines compatible en partitionnant V' en singletons qu’on
ordonne selon n'importe quelle extension linéaire. Pour les six génomes étudiés &

la section 2.4, une possibilité est
AHBKCDIEMLFGJN.

Cette partition est associée & un alignement trivial des six génomes qui correspond

4 placer chaque variante dans son propre module, comme montré 4 la figure 2.10.

Comme chaque variante forme son propre module, cet alignement est inintéressant

d'un point de vue biologique : selon l'interprétation habituelle des alignements
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
A B D E F G N
A B D E F G N
A B 1 F J N
A B C L F J N
A H D M F G N
A K F J N

Figure 2.10 Un alignement trivial de six génomes

multiples, chague module qui n'est pas présent dans tous les génomes correspond
4 un gain d'une fonction biologique pour les génomes qui le posséde, et 4 la perte
d'une fonction biologique pour les génomes qui ne le possédent pas. L'alignement
trivial de la figure 2,10 affirme donc l'existence de 11 événements de gain ou
de perte, puisque seuls trois des 14 variantes sont partagées par 'ensemble des

génomes.

On peut faire beaucoup mieux, c'est-a-dire obtenir des alignements avec un plus
petit nombre de colonnes, autrement dit de modules. Le théoréme de Mirsky
(Mirsky, 1971) relie le nombre minimal de modules avec la longueur maximale
d'une chaine de V. Nous donnerons la preuve de ce théoréme puisqu'elle est
constructive et nous permettra de donner un algorithme pour construire deux

alignements particuliers contenant un nombre minimal de modules.

Théoréme 1 (Mirsky). Le nombre minimal d’antichaines dans une partition en
antichaines d'un ensemble V est égal 4 la longueur mazimale d'une chaine de V.
Ce théoréme se démontre par récurrence sur m, la longueur maximale d'une chaine

de V.

Le cas de base m = 1 est trivial : si chaque chaine de V est de longueur 1, cela

veut dire que tous les éléments de V sont incomparables, et done que V forme une
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antichaine.

Maintenant, soit m > 1 et supposons que le théoréme est vrai pour tout ensemble
dont la longueur maximale d'une chaine est m — 1. Considérons un ensemble V
dont la longueur maximale d*une chaine est m, et formons le sous-ensemble M de
tous les éléments de V qui sont les éléments maximaux d'une chaine de longueur
m. Puisqu'il existe dans V une chaine de longueur m, alors M est non vide.
De plus, puisque m est la longueur maximale d’une chaine de V, les différents
éléments de M sont incomparables. En d'autres termes, M est une antichaine.
Par construction, la longueur maximale d'une chaine dans V\ M est m — 1. Par
I'hypothése de récurrence, V \ M peut donc étre partitionné minimalement en
m — 1 antichaines. Ces m — 1 antichaines, plus 'antichaine M elle-méme, forment

donc une partition de V en m antichaines. a

On peut aussi présenter cette preuve sous la forme d'un algorithme pour construire

une partition en antichaines de taille minimale, comme montré & 1'algorithme 2.1.

Algorithme 2.1 Partition en un nombre minimal d’antichaines d'un ensemble
partiellement ordonné représenté par un graphe orienté acyclique
fonction PARTITIONNE-EN-ANTICHAINES(G : graphe)
partition + ()
tant que G # [ faire
maximaux + sominets
pour chaque sommet s du graphe faire
pour chagque successeur v de s faire
maximaux + maximaux \{v}

partition 4+ partition U maximaux
G + G\ maximaux
retourner partition

Dans la preuve du théoréme de Mirsky, on construit une partition de V en anti-
chaines comportant un nombre minimal d'antichaines, en retirant itérativement

de V tous les éléments maximaux et en plagant ceux-ci dans une antichaine. En
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1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
A B D E F G N A B CDEVF GN
A B D E F G N A B D E F G N
A B 1 F J N A B I F J N
A B C L F J N A B C L F J N
A H D MF G N A HDMTF G N
A K F J N A K F J N

Figure 2.11 Alignements canoniques gauche et droit de six génomes

retirant plutdt les éléments minimaux au lieu des maximaux, on a une deuxiéme
fagon de partitionner V en antichaines qui donne aussi une partition minimale,

mais généralement différente de la premiére.

Par exemple, dans le graphe d’alignement des six bactériophages de la section
2.4, on remarque que la longueur mé,ximale d’une chaine est de 8 sommets. Un
exemple de telle chaine est ABCDEFGN. Selon le théoréme de Mirsky, on doit
donc pouvoir partitionner les sommets du graphe d’alignement en 8 antichaines,
c’est-a-dire en 8 modules plutdt que 14 comme dans ’alignement trivial de la

figure 2.10. En fait, nous allons former deux telles partitions.

La partition canonique gauche est obtenue en choisissant itérativement les en-
sembles m; d’éléments minimaux de 1’ensemble partiellement ordonné V, et en
retirant ces éléments de V. La partition canonique gauche pour l'exemple est

illustrée dans la partie de gauche de la figure 2.11.

La partition canonique droite est obtenue en choisissant itérativement les en-
sembles M; d’éléments maximaux de V, et en retirant ces éléments de V. La
partition canonique droite pour ’exemple est illustrée dans la partie de droite de

la figure 2.11.

Les deux partitions canoniques montrent les positions extrémes que peuvent occu-
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per les variantes. On voit que certaines variantes sont a la méme position (dans le
méme module) dans les deux alignements canoniques, mais que d’autres changent

de position.

Définition 4. Une variante fixe est une variante dont la position est identique
dans les deuz alignements canoniques. Une variante mobile est une variante qui

n’est pas fize.

Par exemple, A, B, F et J sont des variantes fixes, tandis que I est une variante
mobile puisqu’elle fait partie du module 3 dans I’alignement canonique gauche

mais du module 5 dans |'alignement canonique droit.

Théoréme 2. Une variante est fize si et seulement si elle fait partie d’une chaine

de longueur mazimale.

Direction « seulement si » : supposons qu’une variante x est fixe, ¢’est-a-dire qu’elle
fait partie du méme module 7 dans la partition canonique gauche et dans la par-
tition canonique droite d'un ensemble V dont la longueur maximale d’une chaine,
c’est-a-dire le nombre de modules, est m. La variante = ayant été choisie a I’étape
i dans la construction de la partition canonique gauche, il existe donc une chaine
de longueur ¢ qui va d’un élément minimal de V jusqu’a . De méme, la variante z
ayant été choisie a I’étape m —i-+1 dans la construction de la partition canonique
droite, il existe une chaine de longueur m — i + 1 qui va de z & un élément maxi-
mal de V. Mais en concaténant ces deux chaines, on trouve que z fait partie d'une
chaine de 1ongueur m qui va d'un élément minimal de V & un élément maximal

de V, donc qu’elle fait partie d’une chaine de longueur maximale.

Pour montrer ’autre direction, démontrons d’abord un lemme.

Lemme 1. Un élément x faisant partie d’une chaine de longueur maximale m de

V apparait en méme position dans toutes les chaines de longueur mazimale dont
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il fait partie.

Preuve du lemme, par contradiction. Supposons que = apparaisse en position 4
dans une chaine de longueur maximale a---x---b et qu’il apparaisse en position
j < i dans une autre chaine de longueur maximale c---z-- - d. Alors on pourrait
former une chaine a---x---d qui serait plus longue qu'une chaine maximale, ce

qui est une contradiction. O
Terminons maintenant la preuve du théoréme.

Direction « si» : supposons qu’une variante x fait partie d’une chaine de longueur
maximale m de V. Par le lemme, il est en méme position ¢ dans chaque chaine
de longueur maximale dont il fait partie. Donc x sera choisie a ’étape 7 pour
la construction de la partition canonique gauche et fera partie du i-éme module
a partir de la gauche. De méme x sera choisie et a I’étape m — ¢ + 1 pour la
construction de la partition canonique droite, et fera partie du m — ¢ + 1-iéme
module & partir de la droite, qui est la méme chose que le i-éme module & partir

de la gauche. O

On peut inférer que les variantes fixes sont des variantes du module correspondant
a leur position. Nous avons donc placé toutes les variantes fixes :

— Module1: A

— Module 2 : B

— Module 3 : C

— Module 4 : D

— Module 5: E, M

— Module 6 : F

— Module 7: G, J

— Module 8 : N

Pour les variantes mobiles, on ne peut pas les placer de maniére univoque dans
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un module : il reste plusieurs possibilités. Cependant, on peut faire la liste des
inférences qui sont compatibles avec les alignements canoniques.

— H est dans le module 2 ou 3.

— I est dans le module 3, 4 ou 5.

— K est dans le module 2, 3, 4 ou 5.

— L est dans le module 4 ou 5.
On peut en déduire un résultat négatif : les variantes H et L n’appartiennent pas

au méme module.

* %

L’utilisation des ancres, c’est-a-dire de séquences similaires communes & plusieurs
génomes, comme point de départ pour obtenir un alignement multiple, est une
idée commune & de nombreux algorithmes d’alignement multiple. Certains de ces
algorithmes utilisent des graphes d’alignement semblables aux noétres, qui défi-
nissent un ordre partiel sur les différents segments des génomes impliqués (Kehr
et al., 2014). Toutefois, la plupart de ces algorithmes n’utilisent le graphe que
comme une étape intermédiaire dans la construction de ’alignement et effectuent
rapidement une linéarisation du graphe pour se ramener & une comparaison de
séquences, comme nous l’avons fait ci-dessus avec les partition canoniques. L’ali-
gneur progressiveMauve (Darling et al., 2010), par exemple, identifie les ancres
locales — des ancres qui sont présentes dans plusieurs génomes mais pas forcément
tous — pour établir une relation d’ordre partiel, mais les alignements générés par
Mauve sont linéarisés, ce qui fait perdre les propriétés combinatoires de I'ordre

partiel.

Dans (Lee et al., 2002), 'idée est mentionnée de travailler directement avec la
relation d’ordre partiel au lieu de passer par la linéarisation. Cette approche est

celle que nous avons adoptée pour ’étude des génomes de phages. Au lieu de
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produire un alignement sous une forme linéaire, nous générons un graphe qui
permet d’apprécier plus finement les particularités de 'ordre partiel de ’ensemble

des génomes de phages étudiés.



CHAPITRE III

COLINEARITE FONCTIONNELLE

Dans tous les exemples du chapitre précédent, le graphe engendré par les appa-
riements ne contient pas de cycle.A L’acyclicité du graphe des colonnes est une
propriété essentielle pour la suite de notre étude, car elle garantit qu’on ne retrou-
vera jamais deux positions différentes d’'un méme génome dans une méme classe

d’équivalence. Mettons un nom sur cette propriété souhaitable.

Définition 5. Lorsque le graphe des colonnes engendré par un ensemble d’appa-
riements A sur un ensemble de génomes G est acyclique, nous dirons que G est

fonctionnellement colinéaire par rapport a A.

Le choix du terme fonctionnellement colinéaire s’explique par le fait qu’idéale-
ment, les sommets du graphe contracté seront associées a des fonctions biologiques.
Un ensemble de génomes fonctionnellement colinéaire est donc un ensemble de
génomes dans lesquels les fonctions biologiques associées aux sommets du graphe

sont présentes dans le méme ordre.

La colinéarité fonctionnelle d'un ensemble de génomes est, par définition, une
condition suffisante pour qu’on puisse en faire 1’étude au moyen des techniques

décrites ici.

Dans la pratique, on vérifie la colinéarité fonctionnelle en construisant le graphe
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d’alignement et en vérifiant qu'il est acyclique. 5i un cycle est présent, on procéde
4 certains ajustements qui seront détaillés dans les sections suivantes pour tenter
d’éliminer le cycle. Dans la pratique, les génomes des bactériophages possédent de
bonnes propriétés qui font que le graphe d’alignement est souvent acyclique dés

le départ, ou peut le devenir avec un minimum d’ajustements.

Dans un souci d'économie de calculs, il est intéressant de se demander si on peut
. identifier les conditions nécessaires sur I'ensemble .4 des appariements pour qu'un
ensemble G de génomes soit fonctionnellement colinéaire par rapport 4 A, et réflé-
chir a ce qui pourrait mal tourner lors de la construction du graphe des colonnes
et du graphe d’alignement. Intéressons-nous d’abord au cas le plus simple, celui

ot G ne contient que deux génomes, G; et Gs.

3.1 Le probléme des duplications

La duplication est un phénoméne par lequel une section génomique est reproduite
exactement & un autre endroit du génome. Les duplications sont des événements
fréquents qui sont une source de variabilité génétique. Lorsque la copie apparait

immédiatement 4 la suite de I'original, on parle de duplication en tandem.

Le phénomeéne biologique de duplication correspond a 'existence d’appariements
non disjoints. Dans la figure 3.1, une duplication fait que la séquence TCAC apparait

deux fois dans le génome du haut, conduisant 4 deux appariements non disjoints.

L’absence de duplications est une condition nécessaire pour avoir la colinéarité

(T ¢ 4 ¢Je T A A ¢ A (T € A C) A

Figure 3.1 Une duplication conduisant 4 deux appariements non disjoints
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fonctionnelle.

Théoréme 3. Pour qu’un ensemble G de génomes soit fonctionnellement coli-
néaire par rapport a un ensemble A d’appariements, il est nécessaire que les ap-
pariements de A soient disjoints, c’est-a-dire que chaque position dans G ne fasse

partie que d’un seul appariement au mazximum.

En effet, si les appariements ne sont pas disjoints, cela veut dire qu’il y a une
position d’un génome (sans perte de généralité, disons que c’est Gy) qui se retrouve
dans la méme classe d’équivalence que deux positions dans G, disons py; et po;
avec 1 < j. De par la construction du graphe des colonnes, il y aura un arc de
[p2i] & [p2i+1)], un autre de [py(i+1y] & [P2gi+2)], et ainsi de suite jusqu'a [ps;] mais

cette classe est la méme que [py;], ce qui forme un cycle. O

On peut écrire formellement la contrainte des appariements disjoints de la fagon
suivante : si A contient A1 = {Gl [81..t1], Gz [’U,l..’Ul]} et A2 = {Gl [Sz..tg], Gz[Uz..’Ug]},
alors les deux conditions suivantes doivent étre remplies : d’abord s, > ¢; ou

s1 > to, et ensuite ugs > v ou u; > vs.

Pour éviter d’avoir des appariements non disjoints, il faudra imposer des condi-
tions aux appariements. Si on n’imposait aucune condition, alors (pour prendre
un exemple extréme) chaque nucléotide A d’un génome pourrait &tre mis en appa-
riement avec chaque nucléotide A de tous les autres génomes. Une condition qui
permet d’éviter d’avoir des appariements non disjoints est de calculer la longueur £
de la plus longue séquence génomique qui apparait plus d’une fois dans 1’ensemble
des génomes, et d’exiger que pour faire partie d’'un appariement, une séquence

soit plus longue que /.

Le calcul de ¢ peut se faire en temps linéaire en la somme des longueurs des

génomes, par exemple en utilisant un tableau suffixe. De nombreux outils en ligne
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et hors ligne existent pour effectuer ce calcul.

Pour I’exemple de la section 2.4, ol nous avons construit le graphe d’alignement de
six génomes de bactériophages, nous avons utilisé 'outil en ligne Reputer (Kurtz et
Schleiermacher, 1999) pour calculer la longueur des plus longues répétitions dans
chacun des génomes. Nous avons permis une distance de Hamming allant jusqu’a
5 lors de la comparaison, de maniére & tenir compte de la présence possible de
mutations ponctuelles entre les répétitions. Les résultats sont présentés dans le
tableau 3.1. La longueur maximale d’une répétition étant de 40 nucléotides, nous

avons donc utilisé 50 nucléotides comme longueur minimale pour une variante.

Tableau 3.1 Longueur des répétitions maximales dans les séquences génomiques
extraites de S. aureus, pour des distances de Hamming variant de 0 &4 5

Distance Phage 85 Phage 92 Phage 88 Phage 29 Phage 53 Phage 187
de Hamming

0 16 15 15 31 15 35
1 28 22 16 22 18 19
2 25 27 27 21 27 21
3 33 24 27 28 21 24
4 37 26 26 40 26 24
) 30 30 31 30 30 27

3.2 Le probléme des transpositions

Le critére des appariements disjoints est une condition nécessaire pour garantir la
colinéarité fonctionnelle, mais ce n’est pas une condition suffisante. Considérons
les deux appariements de la figure 3.2. Dans ce cas, les deux appariements sont
disjoints mais ils n’apparaissent pas dans le méme ordre dans G; et G,. Le phé-
nomeéne biologique associé & ce phénoméne est la transposition. On dira donc que

les deux appariements sont en transposition.
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Figure 3.2 Deux appariements en transposition

Formellement, si A contient les deux appariements A; = {Gi[s1..t1], Ga[uy..v1]}
et Ay = {Gi[s2..t2], Ga[uz..vq]}, alors 'absence de transposition entre les appa-
riements A; et A; signifie que ou bien s; < s; et uy < ug, ou bien & > s; et

] = ta.

L'absence de transposition est une condition nécessaire pour avoir la colinéarité

fonctionnelle,

Théoréme 4. Si A contient deur appariements en transposition, cela conduif d

un cycle dans le graphe des colonnes.

Nous écrirons [py;] ~+ [pw] pour dire qu'il ¥ a un chemin (un arc ou une séquence
d’arcs) de [p;;] & [pr] dans le graphe des colonnes. Notons que, par la construction

du graphe des colonnes, si i < j sont deux positions dans un génome donné g,

alors [pgi] ~ [pg;]-

Sans perte de généralité, supposons que A contient A; = {G[s1..t;], Ga[u,..14]}
et Ay = {G1[s2..tz), Galug..v9]}, avec sy < sp et u; > uy. Alors :

— Puisque s, précéde s; dans le génome 1, on doit avoir [pis,] ~ [p1s]-

— Puisque uy précéde u, dans le génome 2, on doit avoir [pay,] ~+ [pau,]-

— A cause de 'appariement A;, on doit avoir [py,,] = [Paw,]-

— A cause de 'appariement Ag, on doit avoir [p1e,] = [Paw]-

En combinant ces quatre résultats, on a donc le cycle

[p1s;] ~ [Plaz]] = [Paua] ~ [P2ui] = [P1a1]
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ce qu'il fallait montrer. O

Comme nous I’avons déja expliqué, les génomes des phages d’une méme famille ont
la propriété que les modules apparaissent dans le méme ordre. Toutefois, comme
les génomes des phages possédent une phase circularisée, la notion de début du
génome n’est pas immédiatement claire, et si deux génomes de phages ne s’ac-
cordent pas quant & la position du début, il risque d’apparaitre des transpositions

fantomes, dont I'existence est seulement due & la permutation circulaire.

Pour pallier ce probléme, il suffit d’identifier, dans ’ensemble des phages que nous
étudierons, un module particulier qui est commun & tous les phages. Un bon can-
didat est le module qui code pour la protéine intégrase, puisqu'un bactériophage
doit posséder une variante de 'intégrase pour pouvoir intégrer le génome de sa
bactérie hote. De plus, ce module est trés souvent annoté comme tel dans les
banques de données, donc son identification est facile méme en présence d’une

variante nouvelle.

En permutant circulairement les génomes de maniére a toujours les faire débuter
par un méme module, on fait disparaitre les transpositions fantémes. S’il reste
des vraies transpositions, ce qui est rare, alors le plus simple est de considérer
b b
que les phages en question font partie d’une famille différente, ou bien encore
de régler le probléme « & la main » en détransposant les modules en question.
L’outil informatique que nous décrivons dans ce mémoire ne permet pas de traiter
automatiquement les transpositions. Le mieux qu’il puisse faire est de diviser les
génomes en modules plus grossiers dans I'espoir que les transpositions se fassent

absorber & I'intérieur d’'un méme super-module.
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33 Comparaison de plus de deux génomes

Si I'ensemble G ne contient que deux génomes, les deux cas ci-dessus (duplica-
tion et transposition) sont les seuls qui peuvent faire en sorte que G ne soit pas
fonctionnellement colinéaire. Mais si on a plus que deux génomes, les choses ne
sont pas aussi simples. En particulier, méme en I'absence de transposition et de
duplication, le fait que deux génomes quelconques de G soient toujours fonctionnel-
lement colinéaires n'implique pas que G est fonctionnellement colinéaire, comme
le montre la figure 3.3 avec trois génomes. Dans cet exemple, les lettres a,b, ¢

représentent des séquences de nucléotides.

Deux génomes quelconques parmi les trois sont certainement colinéaires, puisqu'il
n'y a qu'un appariement entre eux. Mais quand on regroupe les trois génomes, les
appariements provoquent I'apparition d'un cycle a =+ b — ¢ —+ a dans le graphe

d’alignement.

En généralisant cet exemple, on peut construire pour tout n > 3 un ensemble
non fonctionnellement colinéaire de n + 1 génomes, mais dont tout sous-ensemble
de n génomes est fonctionnellement colinéaire. La figure 3.4 montre une fagon de

construire un tel ensemble,

Figure 3.3 Ensemble de trois génomes non fonctionnellement colinéaires
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Figure 3.4 Ensemble de n génomes non fonctionnellement colinéaires

Comment éviter que de tels phénoménes se produisent 7 Il est tentant de penser
que la présence d'un ordre total sur les appariements implique la colinéarité fonc-
tionnelle. Ce qu'on entend par ordre total ici est un ordre < sur les appariements,
défini ainsi : 4; € A; si, dans tout génome impliqué dans les appariements A;
et A;, la premiére position de A; n'est pas située aprés la premiére position de
A;j. Autrement dit : si on parcourt chacun des génomes de G et qu'on note les
appariements 4 mesure qu'on les rencontre, il n’arrivera jamais qu'on rencontre
un appariement A; avant un autre appariement A; dans un certain génome, et

qu'on les rencontre dans l'ordre inverse dans un autre génome.

L'existence d'un tel ordre total est certainement quelque chose de souhaitable.
Malheureusement, la présence d'un ordre total n'implique pas la colinarité fonc-
tionnelle, méme avec seulement trois génomes, comme le montre le contre-exemple

de la figure 3.5.
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Figure 3.5 Trois génomes non fonctionnellement colinéaires mais avec un ordre
total sur les appariements

N
05000

Figure 3.6 Graphe contracté correspondant aux appariements de la figure 3.5

L’ensemble d’'appariements est A = {4,, A3, Az} et il posséde 'ordre total 4, <
A < A, Pourtant, cet ensemble de génomes n'est pas fonctionnellement colinéaire

puisque son graphe contracté, montré & la figure 3.6, contient un cycle.

Dans l'exemple ci-dessus, on peut noter que la séquence ab qui se retrouve dans
le troisiéme génome n'a pas été mise en appariement avec la séquence ab du pre-
mier génumc..ﬂien, dans la définition des appariement, n'empéche cela, mais c’est
quand méme un peu bizarre que ab forme un appariement entre les génomes Gy
et G, mais pas entre (5} et G3 On dira que cet ensemble d’appariements n'est pas
complet. Serait-ce pour cette raison que nous n’avions pas de colinéarité fﬂnctioﬁ—
nelle dans 'exemple précédent ? Pour tenter une réponse, il convient de réfléchir a

différentes propriétés souhaitables que pourrait avoir un ensemble d'appariements.

Définition 6. Un ensemble d'appariements est ...
— unique si une séquence qui fait partie d’'un appariement ne se trouve pas

ailleurs sur le méme génome.
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Figure 3.7 Trois génomes non fonctionnellement colinéaires mais dont les appa-
riements sont uniques, maximaux et complets

— maximal si on ne peut pas allonger les appariements vers la gauche ou vers
la droite. Autrement dit, lorsque G1[s)..t,], Ga[s2..t2] € A, alors Gy[s)—1] #
Ga[sz — 1] et Gy[s; + 1] # Ga[s2 + 1].

— complet si tous les appariements qu'on peut déduire par transitivité sont
présents. Autrement dif, lorsque G1[s1..t1], Ga[sa..t2] € A et que Gy[s;..t1] =
Gals3..ta), alors {Gi[s1..11], Ga[ss..ta]} € A et {Ga[s2..t2], Ga[s3..t3]} € A.

Avec cette définition, on peut dire que I'exemple de la figure 3.5 ne faisait pas inter-

venir un ensemble d’appariements complet. Il était par contre unique et maximal.

Si les trois conditions d’unicité, de maximalité et complétude sont satisfaites
pour un ensemble d'appariements qui posséde un ordre total, peut-on en conclure
qu'alors on a forcément colinéarité fonctionnelle? Eh bien non. La figure 3.7, en-
core sur trois génomes seulement, montre un ensemble d'appariements unique,
maximal et complet, possédant un ordre total, mais tel que le graphe des colonnes

est cyclique.

L’ensemble d’appariements est A = {A4;, Az, 43} et il posséde 'ordre total A4, <
Az < As. On voit aisément qu'il est unique, maximal et complet. Pourtant, son

graphe contracté est cyclique comme le montre la figure 3.8.

Tous les exemples de cette section peuvent sembler décourageants et faire croire
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Figure 3.8 Graphe contracté correspondant aux appariements de la figure 3.7

que la colinéarité fonctionnelle est une propriété trés rare. Dans les faits, il n'en

est rien, du moins quand on travaille avec des génomes de bactériophages. Les
exemples ci-dessus présentent un intérét théorique mais ils ne sont pas rencontrés

dans la réalité des phages que nous avons étudiés.

Nous avons identifié deux conditions nécessaires pour avoir la colinéarité fone-
tionnelle : I'absence de duplication dans les appariements et I’absence de transpo-
sition entre les appariements. Nous avons vu qu'a partir d'un ensemble de trois
génomes, ces conditions nécessaires ne sont pas suffisantes. Le probléme d’identi-
fier des conditions suffisantes pour garantir la colinéarité fonctionnelle dans le cas

général est un probléme ouvert.






CHAPITRE IV

ALGORITHMES POUR LA CREATION DU GRAPHE D’ALIGNEMENT

Maintenant que nous avons vu les idées théoriques principales qui sous-tendent
I'utilisation de graphes basés sur les appariements pour comparer des génomes de
bactériophages, nous allons discuter de I'implantation de ces idées et décrire un
outil informatique appelé Alpha — alignement de génomes de phages — qui est
le premier aligneur congu spécifiquement pour 1’alignement et la comparaison de
génomes entiers de bactériophages. En mettant & profit les idées décrites dans les
trois chapitres précédents, Alpha permet de révéler la structure en mosaique des

génomes de bactériophages.

En plus de géhérer un graphe d’alignement, Alpha fournit une interface graphique
interactive qui permet de manipuler celui-ci avec un niveau de détail variable. Il
permet donc de comparer des structures & grande échelle en se concentrant sur les
ancres, mais aussi d’effectuer des zooms avant et arriére, de cacher ou d’afficher

les mutations ponctuelles, etc.

Dans ce chapitre, nous verrons les algorithmes qui permettent de construire les
structures vues aux chapitres précédents, c’est-a-dire le graphe des colonnes, le

graphe d’alignements et le graphe contracté.
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4.1 Des génomes aux appariements

Etant donné un ensemble G = {G;,Gs,...,G,} de n séquences génomiques et
un entier m, la premiére étape est de trouver tous les appariements de longueur
au moins m dans G. Il s’agit du probléeme classique d’identifier des répétitions
maximales dans un ensemble de chaines. Nous utilisons la fonction repfind de

I'outil GenomeTools (Gremme et al., 2013) pour le faire.

GenomeTools est un programme qui utilise un tableau suffixe augmenté d’autres
tableaux aﬁxiliaires pour déterminer toutes les répétitions maximales en espace
O(N) et en temps O(N + k), ou N est la somme des longueurs des génomes
et k est le nombre d’appariements trouvés, ce qui est asymptotiquement optimal.
L’algorithme qui identifie les répétitions maximales est bien connu mais il est assez
long et complexe. Une explicitation de I’algorithme nous entrainerait trop loin du
sujet principal de ce mémoire. Le lecteur intéressé peut consulter (Gusfield, 1997)
ou I’algorithme est décrit en détail en termes d’un arbre suffixe. Dans (Abouelhoda
et al., 2004), on explique comment modifier cet algorithme — et en général
n’importe quel algorithme utilisant un arbre suffixe — pour utiliser un tableau

suffixe augmenté au lieu d’un arbre suffixe, sans perte d’efficacité.

4.2 Des appariements aux graphes

L’algorithme 4.1 présente une vue d’ensemble de la fagon un ensemble d’appa-
riements permet d’obtenir le graphe des colonnes et le graphe d’alignement. Cet
algorithme prend en entrée un ensemble G de séquences génomiques et un en-
semble A d’appariements de longueur minimale m, et il construit le graphe des
colonnes décrit & la section 2.1. Si le graphe des colonnes ne contient pas de cycle,
il fusionne certaines colonnes pour former le graphe d’alignement, tel qu’indiqué

a la section 2.2.
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Algorithme 4.1 Construction du graphe des colonnes et du graphe d’alignement
a partir de la liste des appariements

on

10:

15

20:

fonction CONSTRUCTION-DE-GRAPHE(G : génomes, A : appariements)

& Etape 1. Construction des colonnes
pour chaque génome G de G faire
pour chaque position p de G faire
[pi;] + {p}
pour chaque appariement A de A faire
pour chaque égalité G;[j] = Gi[l] de A faire
Fusionner les classes [py;] et [pu]

> Etape 2. Dissociation des colonnes invalides
pour Cha'quE ClBSSE Ep,-j]] faire
s ”Pu” # |sp [pi;]| alors

Séparer la classe [p;;] en singletons

& Etape 3. Construction du graphe des colonnes
Chaque classe d'équivalence devient un sommet du graphe C
pour chaque génome & de § faire
pour chaque paire de positions consécutives p; et p;y, de G faire
Ajouter & C un arc de [p;] & [pj1]

> Etape 4. Si C est acyclique, le transformer en graphe d’alignement
si le graphe C est acyclique alors
Fusionner les paires de colonnes consécutives qui ont le méme support

retourner '

Dans I'étape 1, 'algorithme commence par placer chaque position de chague gé-

nome dans sa propre colonne, ce qui prend un temps et un espace dans O(N),

oil N est la somme des longueurs des génomes. Il utilise ensuite une structure

d'ensembles disjoints (Galler et Fisher, 1964) pour construire les colonnes en

fusionnant deux colonnes lorsqu'un appariement nous permet de le faire. Cette

partie prend un temps dans O{Ma(M)) o M est la somme des longueurs des

appariements, et a est la réciproque de la fonction d’Ackermann. On a a(M) <5

pour toute valeur raisonnable de M, donc le temps est, & toutes fins pratiques,

essentiellement linéaire en M (Tarjan, 1975).
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Dans 'étape 2, les colonnes (c’est-a-dire les classes d’équivalence) sont examinées
pour voir si elles sont invalides. Une colonne invalide est une colonne qui contient
plus d’une position appartenant & un méme génome. Cela revient & dire qu’une
colonne est invalide si sa taille différe de la taille de son support, ce qui explique
la ligne 11 de ’algorithme 4.1. Les colonnes invalides sont dissociées en singletons,
c’est-a-dire que chaque position devient une nouvelle classe d’équivalence. Cela
revient & éliminer tous les appariements qui impliquent cette colonne, que ce soit

directement ou par transitivité de la relation.

Dans I’étape 3, le graphe des colonnes est fabriqué en insérant des arcs entre toutes

les colonnes qui incluent des positions successives dans un méme génome.

Finalement, & ’étape 4, un test d’acyclicité est fait sur le graphe des colonnes. Si
le graphe est cyclique, le traitement s’arréte 1a et un message d’avertissement est
émis & l'usager. Si le graphe est acyclique, les colonnes successives qui impliquent

les méme génomes sont fusionnées de maniére & former le graphe d’alignement.

4.3 Structure d’ensembles disjoints

Le programme Alpha est écrit en Python, un langage qui comporte de nombreux
avantages mais qui n’est pas particuliérement connu pour la rapidité d’exécution.
Un profilage a I'aide du programme RunSnakeRun (Fletcher, 2013) a montré que la
construction du graphe d’alignement est la partie du programme ot ’efficacité est
importante. C’est pourquoi, aprés avoir implanté la structure d’ensembles disjoints
en Python pour confirmer son bon fonctionnement, cette partie a été récrite en

langage C en tentant d’en optimiser la vitesse.

Les opérations que nous devons implanter sont les suivantes :
— INITIALISER : construit les classes d’équivalence initiales, contenant cha-

cune une position.
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— RECHERCHER : retourne, pour une position, le représentant de sa classe
d’équivalence.
— FUSIONNER : fusionne les classes d'équivalences de deux positions.
— DISSOCIER : scinde une classe d’équivalence en singletons.
— COLLER : fusionne deux classes d’équivalences consécutives dans le graphe
des colonnes.
Les opérations INITIALISER, RECHERCHER et FUSIONNER sont habituelles dans
une structure d’ensembles disjoints, et I'implantation standard, qui utilise des

tableaux, est donnée dans I'algorithme 4.2.

Algorithme 4.2 Structure classique d'ensembles disjoints avec compression des
chemins et union selon le rang
fonction INITIALISER(N : nombre d'éléments)
pour k de 0 &4 N faire
parent[k] + k
ranglk] + 0
5: fonction RECHERCHER(x)
si x # parent|z| alors
parent|z] + RECHERCHER(parent|z])
retourner parent|z]
fonction FUSIONNER(z,y)
10:  x, + RECHERCHER(T)
yr +— RECHERCHER(y)
si x, = y, alors
retourner
si rang(z,| < rang(y.] alors
15 échanger z, et y,
si rang(z,| = rang[y.] alors
rang[z,] + rang[z,) + 1

parent(y,| + z,

L’opération DISSOCIER, quand & elle, nécessite une maniére efficace de lister tous
les &léments d'une classe d'équivalence. Elle est implantée au moyen d'une liste
circulaire simplement chainée qui permet de parcourir tous les éléments d'une

classe d’équivalence donnée.
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Finalement, 'opération COLLER permet, lorsque le graphe des colonnes est acy-
clique, de former le graphe d’alignement. Elle est implantée en ajoutant un attri-
but largeur a chaque classe d’équivalence. Cet attribut, initialement 1, indique le
nombre de positions successives couvertes par ia classe d’équivalence. Une liste cir-
culaire doublement chainée qui parcourt les représentants de chaque classe d’équi-

valence permet de lister toutes les classes rapidement.

Pour des raisons d’efficacité, les attributs listés ci-dessus sont implantés au moyen
de tableaux, comme les attributs parent et rang de la structure classique. On
imagine les n génomes G; & G, de longueur totale, N = |Gy| + |G| + - - + |Gy,
concaténés les uns aux autres. Chaque entier de 0 & N — 1 représente donc une
position dans un génome. Des tableaux genome[0..N] et pos[0..N] permettent
de savoir en temps constant le génome et la position représentée par un entier
0 < i < N. Nous avons les tableaux supplémentaires suivants, tous de taille V.
— taille donne le nombre de nucléotides inclus dans chaque classe d’équiva-
lence.
— frere implante une liste chainée qui garde trace des positions comprises
dans les classes d’équivalence.
— largeur indique le nombre de nucléotides successifs inclus dans un sommet
du graphe d’alignement
— precedent et suivant implantent une liste doublement chainée qui parcourt
les représentants de chaque classe d’équivalence.
L’algorithme 4.3 détaille les modifications & apporter aux trois fonctions de base
afin de maintenir les nouveaux tableaux. Aucun changement n’est nécessaire a la
fonction RECHERCHER. Par contre, lorsqu’on fusionne deux classes d’équivalence,
il faut additionner la taille des deux classes, joindre les listes des positions et

retirer le représentant d’une des deux classes de la liste des représentants.

La figure 4.1 montre comment, a la ligne 27 de I’algorithme 4.3, I’échange des va-
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Algorithme 4.3 Structure d’ensembles disjoints enrichie
fonction INITIALISER(N : somme des longueurs des génomes)
pour k de 0 & N faire

parent[k] + k
rang[k] + 0

5 taille[k] + 1
frerelk] + k
largeur(k] + 1
precedent (k] + k — 1
sutvant(k] + k+1

10:  precedent[0] « N —1 t Circulariser la liste
suivant[N — 1] « 0
fonction RECHERCHER(x) = Aucun changement
si = # parent|z| alors  pour cette fonction
parent[z] + RECHERCHER(parent|z|)
15:  retourner parent|z]

fonction FUSIONNER(z, y)
z, + RECHERCHER(x)
1y + RECHERCHER(y)
si z, = y, alors
20: retourner
si rang(z,] < rangly,| alors
échanger x. et y,
si rang(z,| = rang[y,| alors
rang(z,] + rang[z,] +1
25:  parent[y,| « z,
taslle[z,] + taille(z,| + taille[y,]
échanger frere(z,] et frerely,| & Joindre les deux listes
suivant|precedent|y,]| + suivant|y,|
precedent|suivant|y,|| + precedent|y,]  © y n'est plus un représentant
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leurs frere[z,] et frerely,] représentées par les deux fleches colorées suffit permet
de former une liste chainée circulaire qui parcourt les deux listes précédentes, de
sorte que la nouvelle classe d’équivalence contient bien 1'union des deux classes

précédentes.

By

Figure 4.1 Fusion de deux classes d’équivalence dans une structure d’ensembles
disjoints enrichie

L’opération DISSOCIER est détaillée a 1’algorithme 4.4. Pour séparer une classe
d’équivalence en singletons, on parcourt chaque position incluse dans la classe et
on en fait une classe d’équivalence. Le parcours de la liste chainée doit se faire au
moyen de deux pointeurs qui se suivent, de maniére & pouvoir insérer les nouvelles

classes dans la liste des représentants des classes.

Pour former le graphe des colonnes, on doit examiner chaque classe pour voir si elle
est valide et, si elle ne I’est pas, la dissocier. Comme indiqué dans I’algorithme 4.5,
cela se fait en parcourant les classes d’équivalence. Pour chaque classe, on utilise
un tableau de booléens pour garder trace des génomes impliqués dans cette classe ;
g'il y. a un génome qui est vu deux fois, cela veut dire que la classe est invalide et

on appelle alors DISSOCIER pour la séparer en singletons.

Finalement, I'opération COLLER permet de former le graphe d’alignement en fu-
sionnant les sommets du graphe des colonnes qui ont le méme support. Les détails
sont présentés a ’algorithme 4.6. On parcourt toutes les classes d’équivalence.
Lorsqu’une classe z a un seul successeur y et que ces deux classes ont le méme

support, on les colle en ajoutant la largeur de y & la largeur de z et en retirant y



Algorithme 4.4 Séparation d'une classe d'équivalence en singletons
fonction DISSOCIER(x)
x + RECHERCHER(x)

Y+ & y est la position précédente
z + frerelz] > z est la position courante
5: tant que z # r faire

zsuivant + frere|z]

» Parcourir la liste chainée et singletonniser

(parent|z], taille|z], frere[z], rang|z]) + (z,1,2,0)

suivant|z] + suivant[y| > Insérer le singleton
10: precedent|z] + y b dans la liste des classes

precedent|[suivant(y|] + =z

sutvantly| + z

Yz > Passer 4 la position suivante
z + zsuivant
15: (parent|z|, taille[z], frere[z], rang[z]) + (z,1,z,0)  © Singletonniser =

Algorithme 4.5 Validation du graphe des colonnes en séparant les classes d’équi-
valence invalides en singletons
fonction VALIDER(n : le nombre de génomes)
pour chaque classe d'équivalence x faire
vul0..n — 1] + [fauz, faur,..., fauz]
pour chaque position p de = faire
5: si vu[genome|[p|| alors
DISSOCIER(x)
Fin boucle interne
sinon
vi[genome(p|] + vrai
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de la liste des représentants.

Si, dans un parcours des classes d’équivalences, il y a eu des classes qui ont été
collées, alors on reprend le parcours une nouvelle fois, et on répéte ce processus
jusqu’a ce qu’il y ait un parcours n’ayant causé aucune fusion des classes, ce qui

arréte le processus.

Algorithme 4.6 Formation du graphe d’alignement & partir d’'un graphe des
colonnes acyclique
fonction COLLER
modi fie + vrai
tant que modi fie faire
modi fie + fauz
5: pour chaque classe d’equivalence z faire
si TENTATIVECOLLER(z) alors
modi fie < vrai
fonction TENTATIVECOLLER(z)
y < RECHERCHER(z + lar geur|z])
10:  si taille[z] # taille[y] alors
retourner faux

pour chaque position p de x faire
si RECHERCHER(p + largeur|z]) # y alors
retourner fauzx
15:  precedent[suivant[y|] < precedent|y|
sutvant[prececent[y]] < suivant[y]
largeur|z] + largeur|z] + largeur(y]
retourner vrai

Notez que le nombre de fois qu’on devra recommencer le parcours de toutes les
classes d’équivalence est moins grand qu’il n’y parait. En effet, considérons le cas
extréme d’un graphe linéaire dont toutes les colonnes ont le méme suppdrt. Tous
les sommets de ce graphe devront étre fusionnés. La premiére boucle va fusionner
le sommet 1 avec le sommet 2, le sommet 3 avec le sommet 4, et ainsi de suite,
de sorte que le nouveau graphe aura la moitié des sommets du graphe précédent.
Une deuxiéme boucle divisera & nouveau le nombre de sommets par 2, et ainsi de

suite tel qu'illustré a la figure 4.2. Le nombre de parcours est donc essentiellement
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[A}—~{B}—~{C}—+[B}—{E—{F+ (G —H]
A5 ——{EF——[cH]
| > EFGH |

' ABCDEFGH

Figure 4.2 Fusions successives de sommets de méme support dans un graphe des
colonnes linéaire

le logarithme en base 2 du nombre de sommets.

Gréce a l'utilisation d'une structure d’ensembles disjoints enrichie, I'aligneur Al-
pha est en mesure de traiter des ensembles de plusieurs génomes entiers de bacté-
riophages dans un temps raisonnable, méme sur un appareil de puissance moyenne.
Par exemple, il est lui possible de générer le graphe d’alignement pour un ensemble
de 29 génomes de mycobactériophages, chacun d'une longueur de 'ordre de 30000
nucléotides, en quelques minutes, ce qui rend possible son utilisation pour com-

parer de grands ensembles de phages.






CHAPITRE V

RESULTATS

Dans ce chapitre, nous montrerons des exemples d’alignements multiples générés
par Alpha et nous verrons diverses fagons dont Alpha peut étre utile pour la com-

préhension des liens qui existent dans un ensemble de génomes de bactériophages.

5.1  Etude de six génomes de bactériophages

A la section 2.4 de ce mémoire, nous avons présenté un ensemble de six bactério-
phages dont une partie du génome a été séparée en variantes. On rappelle ici la
séquence de variantes au tableau 5.1 et le graphe & la figure 5.1. Notez que Al-
pha utilise, dans le libellé des sommets, des lettres majuscules pour identiﬁer les
génomes. Nous avons ajouté ces lettres dans la premiére colonne du tableau 5.1,
et pour éviter la confusion, nous utilisons des lettres minuscules pour identifier
les variantes. Dans ce qui suit, une lettre majuscule représente un génome, et une

lettre minuscule représente une variante d’un module.

Voyons comment Alpha peut nous aider & analyser ces six génomes et retrouver

le graphe d’alignement de maniére automatique.

Lorsqu’on donne & Alpha le fichier des six séquences génomiques, il commence par
construire le graphe des ancres montré a la figure 5.2. Dans ce graphe, chaque som-

met représente une séquence génomique qui est présente dans tous les génomes.
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Tableau 5.1 Séquences de variantes extraites de bactériophages de S. aureus

Lettre Nom Séquence de variantes
A Bactériophage 85 abedefgn

B Bactériophage 92  abdefgn

C Bactériophage 53  ahdmfgn

D Bactériophage 29  abelfjn

E Bactériophage 88  abifjn

F Bactériophage 187 akfjn

Figure 5.1 Le grﬁphel d’alignement de six séquences extraites de bactériophages
de 5. aureus
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Figure 5.2 Le graphe des ancres généré par Alpha a partir d'une section de six
génomes de bactériophages de 5. aureus

A Yintérieur des sommets, les intervalles comme A : [1 — 22| indiquent que la sé-
quence est présente dans la séquence A — c'est-a-dire le génome du bactériophage
85, comme indiqué dans le tableau 5.1 —, de la position 1 A la position 22. La
derniére ligne dans chaque sommet indique sa largeur, c'est-d-dire le nombre de
positions qu’elle retrouve. Il ¥ a aussi toujours deux ancres appelées Start et End
& chaque extrémité, mais celles-ci ne correspondent pas 4 des positions dans les

génomes.

Dans la figure 5.2, on peut distinguer une premiére ancre qui occupe les positions
1 & 40 dans les six génomes. C'est 'ancre que nous avons appelée a dans le ta-
bleau 5.1. Plus loin, une deuxiéme ancre couvre les positions 1308 4 1346 dans le
bactériophage 85. C'est I'ancre f. Finalement, les séquences se terminent par une
troisiéfme ancre qui occupe les positions 2785 4 2831 dans le bactériophage 85.
C'est I'ancre n. On voit qu'Alpha confirme |'existence des trois ancres que nous

avions trouvées a la section 2.4.

Les boites rectangulaires autour des sommets regroupent des ancres qui sont sé-
parées par des séquences non identiques mais qui s'alignent sans insertions ni
délétions. Ici, on peut considérer que deux ancres dans une méme boite forment
en réalité une seule ancre comportant, dans un ou plusieurs génomes, une muta-

tion ponctuelle. C'est pourquoi nous avons considéré la séquence 1308-1346 dans
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Figure 5.3 Polymorphisme détecté par Alpha dans I'ancre f

le bactériophage 85 comme une seule ancre, méme si le graphe des ancres la sé-
pare en deux séquences : 1308-1341 et 1342-1346. La raison de cette séparation
est claire si on utilise Alpha pour visualiser le graphe complet correspondant aux
positions 1308-1346 dans le bactériophage 85, donné a la figure 5.3. On voit que
les bactériophages 53 et 88 ont un nucléotide différent des quatre autres, a la

cinquiéme position & partir de la droite.

Comme on I'a fait pour I'ancre f, on peut sélectionner une portion du graphe des
ancres et demander 4 Alpha de tracer le graphe d’alignement entre ces deux ancres.
La figure 5.4 montre le graphe d’alignement contracté tracé par Alpha entre les
ancres a et f. Ce graphe est fort intéressant puisqu'on y reconnait exactement les
variantes a A f ainsi que | et m de la figure 5.1. Les lettres correspondant aux

variantes ont été ajoutées & la main pour montrer I'isomorphisme.

Dans la figure 5.4, le premier sommet 4 gauche représente un alignement sans
insertion ni délétion. I1 couvre les 53 premiers nucléotides des six bactériophages
et posséde un pourcentage d'identité de 96 %. En cliquant sur ce sommet, on peut
le développer de maniére & voir I'alignement exact, comme montré 4 la figure 5.5.

Cela nous permet de trouver les deux positions (23 et 41) ol se manifeste du
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Figure 5.4 Un alignement généré par Alpha & partir d'une section de six génomes
de bactériophages de S. aureus
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Figure 5.5 Détail des 53 premiéres position de l'alignement de six génomes de
bactériophages de 5. aureus

polymorphisme et de voir que les bactériophages 187 et 53 sont impliqués. Comme
un tel niveau de détail est souvent excessif quand on analyse des sections plus

longues que quelques dizaines de nucléotides, Alpha ne I'affiche pas par défaut.

Toujours dans la figure 5.4, on remarque que certains sommets sont reliés par
des fléches pleines, d'autres par des fléches discontinues. Il s'agit 14 d'une autre
maniére de cacher certains détails moins pertinents, de maniére & afficher par
défaut un graphe aussi utile que possible. Une fléche discontinue indique que

certains sommets de petite taille ont été omis du graphique. Il y a moyen d’afficher
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Figure 5.6 A gauche, une portion du graphe d’alignement avec les petits sommets
omis. A droite, la méme portion mais en incluant les petits sommets

ces sommets mais le graphe ainsi généré a souvent une allure de spaghetti et n'est
pas trés lisible, sauf sur de trés courtes séquences, comme le montre la figure 5.6

qui contraste la partie extréme gauche du graphe contracté et sa version onl tous

les sommets sont inclus.

5.2 Mise en évidence de la structure en mosaique des génomes de bactério-
phages

Les graphes générés par Alpha sont utiles pour illustrer la structure en mosaique
des génomes de bactériophages. La figure 5.7 montre un groupe de quatre bactério-
phages de S. aureus qui ont été analysés par Alpha. Remarquez que les positions
indiquées dans les sommets du graphe montrent que le génome du bactériophage
FPhiNMI est décalé de plus de 16 000 positions par rapport aux autres, puisqu'il
n'existe pas de consensus dans les bangues de données quant 4 la position de dé-
part de la séquence génomique. Alpha s'occupe de normaliser automatigquement
les séquences qui lui sont fournies, en utilisant les ancres communes 4 tous les

génomes.
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Dans la figure 5.7, les sommets du graphe d’alignement sont trés larges et corres-
pondent 4 cing modules que nous avons numérotés de 1 & 5. Les modules 1, 3 et
5 montrent des séquences de plusieurs centaines de nucléotides qui s’alignent sans
insertion ni délétion avec un fort pourcentage d’identité, de 84 % 4 94%, entre les
guatre génomes. Entre ces ancres, le module 2 montre que les génomes A et D
partagent une variante, tandis que les génomes B et C en partage une autre. Un
peu plus loin, dans le module 4, ce sont A et B qui partagent une variante et C' et
D qui en partagent une autre. Dans les modules pairs, les pourcentages d’identité
a l'intérieur d'une méme variante varient de 95% a 100 %, tandis qu'il n'y a au-
cune homologie détectable entre les séquences qui sont placées dans des variantes
différents. On distingue clairement la forme de transfert horizontal particulier aux

génomes de bactériophages.

5.3  Le graphe des ancres

Les ancres sont des alignements qui recouvrent I'ensemble des n génomes étudiés.
Ce sont des alignements exacts maximaux (Hohl et al, 2002) mais ils peuvent
8tre trés courts. Méme lorsqu’elles ne mesurent que quelgues bases, leur construe-
tion & partir du graphe d’alignement montre que les ancres sont biologiquement
signifiantes, puisque chaque ancre résulte de l'intersection d’au moins n — 1 ali-
gnements deux a deux de longueur m — les appariements — donc leur crédibilité

augmente & la fois avec le nombre de génomes étudiés et avec le paramétre m qui
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Figure 5.7 Graphe d'alignement de quatre bactériophages montrant clairement
les modules et les variantes
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est la longueur minimale d’un appariement. Une ancre qui contiendrait ne fit-ce
qu’un seul nucléotide peut ainsi avoir une crédibilité a toute épreuve. Le graphe
des ancres associé 4 un groupe de génomes de bactériophages forme I’épine dorsale

de Palignement de ce groupe.

Lorsqu’on veut étudier un groupe plus nombreux, il convient de commencer par le
graphe des ancres, et de spécifier une valeur dé m suffisamment élevée, de maniére
& avoir un petit nombre d’ancres dans lesquelles on peut avoir une confiance
absolue. Une fois ces ancres établies, on peut ensuite étudier indépendamment la
portion du génome comprise entre deux ancres consécutives, puisque les ancres
forment des points d’articulation du graphe d’alignement. On peut alors diminuer
la valeur de m, ou demander & Alpha de déterminer lui-méme le m minimal qui

garde le graphe cyclique.

A titre d’exemple, considérons un ensemble de 29 génomes de mycobactériophages
dont on a gardé les 33000 premiéres positions aprés normalisation. En utilisant
Alpha avec une longueur d’appariement minimale de m = 175, on obtient le
graphe des ancres & la figure 5.8. Etant donnée la valeur trés élevée de m, il n’y a
qu’un petit nombre d’ancres pour une longueur de génome de 33 000 nucléotides,
mais chacune de ces ancres est justifiée par au moins 29 appariements de longueur
au moins 175. Elles sont donc indéniables. En un seul graphique tenant sur un

écran, on a un point de départ pour explorer un trés grand ensemble de données.

A partir du graphe des ancres, on peut sélectionner deux ancres et demander a
Alpha d’afficher le graphe d’alignement entre celles-ci. Si le graphe est trop large,
on peut répéter I'opération en cliquant sur deux sommets du graphe, de maniére &
n’afficher que le sous-graphe compris entre ceux-ci. Plus la longueur diminue, plus
la valeur de m peut étre choisie petite. La figure 5.9 montre le résultat d’une telle

opération, ol on se concentre sur une région d’environ 1000 nucléotides. Dans ce
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Figure 5.8 Graphe des ancres d'un ensemble de 29 mycobactériophages

graphe, la valeur de m est 15. C’est la longueur minimale qui permet de tracer le
graphe, tel que déterminé par Alpha. On voit une organisation en cing modules,

avec deux variantes pour chacun des modules 2 et 4.

Une des utilités d'un tel graphe est de pouvoir facilement identifier un sous-
ensemble de phages qui ont des comportements distinets, ce qui permet de di-
minuer le nombre de génomes & étudier simultanément. Dans 'exemple de la
figure 5.9, on voit que les phages se divisent en trois catégories : ceux qui, comme
A : U2, possédent la variante du bas dans les modules 2 et 4; ceux qui, comme
E : Solon, possédent la variante du haut dans les modules 2 et 4, et ceux qui,
comme C : Alvin, possédent la variante du bas dans le module 2 et la variante du
haut dans le module 4. Aucun phage ne posséde la variante du bas dans les deux

modules.
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Figure 5.9 Graphe d’alignement d'une partie du génome de 29 mycobactério-
phages
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5.4 Evaluation de la qualité des alignements

L’algorithme utilisé par Alpha est particuliérement simple. Il ne contient qu’un
seul paramétre — la longueur minimale d’un appariement — et ne requiert pas
de période de calibrage ou d’entrainement. Contrairement & plusieurs autres, il ne
tente pas de maximiser un score mais utilise I’identité de séquence. Malgré cette
simplicité, Alpha fait bonne figure lorsqu’on le compare a des outils d’alignement

bien établis.

Pour évaluer la qualité des alignements générés par Alpha, trois ensembles de 4,
6 et 29 génomes de bactériophages provenant de la banque de données PhagesDB
(Russell et Hatfull, 2016) ont fait ’objet d’un alignement multiple par Alpha,
et les alignements ainsi générés ont été soumis a trois aligneurs : Clustal Omega

(Sievers et al., 2011), T-Coffee (Notredame et al., 2000) et Muscle (Edgar, 2004).

Sur un total de 491 alignements sans insertion ni délétion de deux séquences
ou plus trouvés par Alpha, 479 d’entre eux sont confirmés par les trois autres
aligneurs. Les 12 autres ont été contestés par au moins un aligneur, qui leur a
préféré des alignements contenant des insertions ou délétions. Une étude des 12
alignements contestés montre que neuf d’entre eux sont dans des régions codantes
dont les protéines s’alignent sans insertion ni délétion. On peut donc rejeter les
alignements contenant des insertions ou des délétions qui introduiraient des chan-
gements de cadre de lecture. Pour les trois derniers alignements contestés, il est
plus difficile de trancher étant donné que souvent, les aligneurs proposent des
alignements tous différents entre eux. On peut tout de méme conclure que seule-
ment 0,6 % des alignements trouvés par Alpha dans ces trois tests ne sont pas

immeédiatement validés.

Au-dela de I'exactitude des alignements trouvés par Alpha, on peut aussi comparer

la fagon dont ceux-ci sont présentés. Visuellement, les graphes interactifs générés
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par Alpha sont plus faciles & interpréter que les alignements linéaires produits
par d’autres aligneurs. Cela est d’autant plus vrai que le nombre de génomes
augmente. On peut le constater & la figure 5.10, qui contraste la représentation
générée par Alpha d’un alignement impliquant quatre génomes et celle générée par
Mauve (Darling et al., 2010). Dans la figure, les chiffres 1, 2, 3, 4, 5 ont été ajoutés
4 la main pour montrer la correspondance entre les alignements d’Alpha et ceux
de Mauve. La lettre x correspond & un alignement trouvé par Mauve seulement,
mais qui est & rejeter car cet alignement impliquerait de nombreux changements

de cadre de lecture dans une région codante.

Le lecteur intéressé par les détails de la comparaison entre Alpha et les autres

aligneurs est invité a consulter (Bérard et al., 2016).
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CONCLUSION

La structure en mosaique des génomes des bactériophages fait que la similarité
fonctionnelle ne correspond pas forcément a la similarité de séquence, ce qui rend
caduques les techniques traditionnelles d’alignement qui utilisent la similarité de
séquence. Cependant, des caractéristiques propres aux bactériophages suggérent
d’autres techniques pour aligner leurs génomes. Ces caractéristiques sont la coli-
narité fonctionnelle chez les bactériophages d’'une méme famille, un faible taux de
duplication causé par la pression d’efficacité, et la présence de longues séquences

partagées par plusieurs membres d’une méme famille.

Nous avons montré comment ces caractéristiques peuvent étre utilisées pour ob-
tenir un alignement multiple en utilisant une structure d’ordre partiel et des al-
gorithmes sur les graphes qui représentent celui-ci. Ce modéle uﬁlise I’égalité de
séquence comme outil de base et il ne comporte pas de paramétre arbitraire, ce
qui évite une longue étape de calibration sur les données spécifiques. Le modéle
a été implémenté sous la forme d’un aligneur capable de traiter, en temps réel,
des ensembles comportant des dizaines de génomes complets de bactériophagés.
L’aligneur permet a 'usager de visualiser I’alignement complet ou une partie de

celui-ci, sous la forme de graphes interactifs faciles & manipuler a ’écran.

Nous avons pu comparer les alignements ainsi produits avec ceux donnés par
d’autres aligneurs et constater que les algorithmes ainsi produits — par des al-
gorithmes qui ne savent rien de la biologie sous-jacente — sont biologiquement

significatifs.

Une application que nous n’avons pas eu le temps de traiter mais qui apparait
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naturelle est 1'utilisation d’alignements multiples pour le transfert d’annotations.
Certains génomes de bactériophages sont bien annotés dans les banques de don-
nées, et d’autres non. Une fois un alignement multiple complété, les variantes
non annotées qui se retrouvent dans un méme module que des variantes annotées
peuvent étre présumées correspondre & la méme fonction biologique. On peut envi-
sager un programme entiérement automatisé qui réalise les alignements et ajoute

les annotations ainsi transférées aux banques de données.

Un article récent (Mai et al., 2018) présente des algorithmes efficaces pour réaliser
des comparaisons d’ensembles de chaines dégénérées qui peuvent représenter des
alignements sans insertion ni délétion. Ces algorithmes pourraient peut-étre étre
utilisés pour augmenter l'efficacité de ’outil décrit dans ce mémoire. Dans un
contexte de métagénomique o ’on ne se contente plus de comparer des génomes
de phages entre eux mais oli on désire comparer un ensembles de génomes & un
autre ensemble de génomes, les chaines dégénérées pourraient former la base d’une

mesure de distance entre des ensembles de génomes de phages.
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