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Long interspersed repeated sequence (longs éléments nucléaires intercalés)

Long terminal repeat sequence (séquence terminale longue répétée)

Laboratoire de Biodiversité et d’Ecologie Microbienne

Mutation Accumulation (accumulation de mutations)

Meégabases (unité de taille d"un acide nucléique correspondant a 10000 nucléotides)
Mucor circinelloides

Mucor endophyticus

Mucor fuscus

Metabolic Gene Cluster (cluster de génes impliqués dans une voie métabolique donnée)
Micro ribonucleic acid

Miniature interverted-repeat transposable element

(élément transposable miniature a répétition inversée)

Mucor lanceolatus

Mucor racemosus

Messenger ribonucleic acid

Million years (millions d’années)

Ploidie (précédé du facteur livrant le niveau de ploidie)

Nicotinamide Adenine Dinucleotide sous forme réduite

National Center for Biotechnological Information

Next Generation Sequencing (séquencage de nouvelle génération)

non redundant (base de données protéique non redondantes du NCBI)

Non ribosomal peptide synthase (Enzyme de synthese des peptides non ribosomiques)
Owerlap Layout Sequencing

Polymerase Chain Reaction (amplification en chaine par polymérase)

Potato Dextrose Agar (milieu a base d’infusion de pomme de terre, de dextrose et d’agar)
Potentiel hydrogene

Polyketide synthase (polycétide synthase)

Penelope-like element (éléments transposables de la famille Penelope)
Succession de nombreux ribonucléotide de type adénosine

Ribosomal deoxyribonucleic acid

Repeat Induced Point mutation (mutagenese dirigée contre les éléments répétés)
Ribonucleic acid (ARN)

Ribonucleic acid interferent

Séquencage de '”ARN

Ribosomal ribonucleic acid

Séquencgage par ligation

Séquencage par syntheése

Short interspersed repetitive element (petit élément nucléaire intercalé)
Séquengage de molécules uniques



SNAC
SNM
SNP
snRNA
TE

TIR
TriM

tRNA
TSD
UBOCC
uDP
UTR
WGD
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Small autonomous CACTA (petit transposon autonomes avec séquence CACTA répétée)
Single Nucleotide Mutation (mutation d'un nucléotide)

Single Nucleotide Polymorphism (polymorphisme d a la mutation d"un nucléotide)
Small nuclear ribonucleic acid

Transposable Element (élément transposable)

Terminal inverted repeat (répétition en tandem inversée)

Terminal repeat retrotransposon in miniature

(retrotransposon miniature a répétition terminale)

Transfer ribonucleic acid

Target of Site Duplication (site cible de duplication)

Université de Bretagne Occidentale culture collection

Uridine DiPhosphate

Untranslated Transcribed Region (région transcrite non traduite)

Whole Genome Duplication (duplication compléte du génome)
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Glossaire

Clade : en phylogénie, groupe qui comprend une espece ancestrale et tous ses décendants
(aussi appelé monophylétique)
Contig : séquence nucléotidique obtenue par assemblage de reads contigus.

Expansion/contraction de famille de génes : augmentation/réduction du nombre de génes
au sein d'une méme famille de génes.

Famille de génes : Ensemble de genes ayant de grandes ressemblances fonctionnelles et
structurelles et supposés issus d'une méme copie ancestrale.

Génes homologues : genes issus d'un méme géne ancestral.

Geénes orthologues : deux genes homologues présents dans deux especes différentes et des-
cendant d’un gene unique présent dans le dernier ancétre commun aux deux especes.

Génes BUSCO : groupe de protéines orthologues supposées systématiquement présentes
en une seule copie dans la lignée taxonomique considérée

GO terms : dans le cadre du projet Gene Onthology destiné a structurer la description des
genes et des produits géniques, vocabulaire controlé décrivant des propriétés, descrip-
tions ou concepts.

K-mers : fragment de séquence ot1 K représente le nombre de base du fragment.

Mate pair : protocole de circularisation de '’ADN lors de la préparation d"une banque géno-
mique permettant de séquencer deux fragments d’ADN séparés par une distance fixe.

N50 (génome) : taille du plus petit contig (ou scaffolds) tel que 50% du génome soit contenu
dans les contigs (ou scaffolds) de taille N50 et plus.

Noeud (phylogénie) : point de rencontre de trois branches ou segments de branche dans
un arbre. En phylogénie, le noeud représente un groupe comprenant les taxons freres en
aval de ce noeud. Le noeud terminal aussi apellé feuille correspond au taxon.

Monophylétique : en phylogénie, groupe qui comprend une espece ancestrale et tous ses
décendants (aussi appelé clade)

Orthogroupes : groupe de génes homologues.

Outgroup : groupe externe en phylogénie

Paired end : type de séquencage qui consiste a séquencer les lectures par paires, ces lectures
étant séparées par une distance connue.

Phylogenie : étude des relations de parentés entre différents étres vivants en vue de com-
prendre leur évolution.

Pseudogeéne : gene inactif au sein d'un génome, du fait d’altérations génétiques le rendant
non fonctionnel et donc incapable de conduire a I’expression d"une protéine.

Read (lecture) : séquence nucléotidique brute générée suite a un séquencage.

Scaffold : séquences nucléotidique composée de contigs orientés les uns par rapport aux
autres mais séparés par des bases inconnues (dites ambigiies).
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Score Phred : score de qualité associé a chaque base lors d"un séquencage.

Siphonnés : hyphe résultant de divisions nucléaires répétées, sans divisions cellulaires
concomitantes.

Synténie : conservation d’un ensemble d’éléments génomiques sur le méme locus et dans
le méme ordre le long d'un fragment d’ADN chromosomique que ce soit dans un méme
génome (relation de co-localisation) ou entre génomes (relation de correspondance)



Chapitre 1

Introduction générale

Les champignons constituent un groupe d’une extréme variété que ce soit en terme de forme
ou de mode de vie. Estimé en 2017 a 3,8 millions d’espéces (Hawksworth and Liicking, 2017),
ce groupe compte aussi bien des organismes microscopiques (les cellules de la levure de réfé-
rence Saccharomyces cerevisiae mesurent de 6 a 12 micrometres) que des organismes parmi les
plus grands sur terre (un individu du genre Armillaria s’étend sur 965 hectares (Sipos et al.,
2017)). Dépourvus de chlorophylle et non autotrophes par rapport au carbone, les champignons
se nourrissent de constituants organiques préexistants qu’ils acquierent a partir d’autres orga-
nismes morts (saprophytisme) ou vivants (parasitisme et symbiose). Les champignons jouent
un role primordial dans 1’écologie de la planéte (de Boer et al., 2005; Frac et al., 2018), que ce
soit en recyclant la matiere organique morte (Treseder and Lennon, 2015), dans leur implication
dans les maladies animales (ex : aspergillose) ou végétales (ex : fusariose) (Vallabhaneni et al.,
2016; Duba et al., 2018) ou encore en améliorant I’accés d’autres especes a des ressources (eau
et nutriments) ou des molécules de défense (Wurzbacher et al., 2014; Ashwin et al., 2017; Jayne

and Quigley, 2014; El-Komy et al., 2015) (Figure 1.1).

l Role des champignons l Fonctions dans I’écosystéme

Champignons saprotrophes Transformations de la matiére organique
(décomposeurs)

Champignons mycorrhiziens
Recyclage des éléments nutritifs

Champignons pathogénes (transformeurs)
Champignons parasites Structuration et entretien des sols
Champignons mutualistes Régulation des populations

(biocontroéleurs)
Allergénes fongiques
Amélioration des échanges hydriques
Production d’enzymes et

métabolites Allergénes fongiques
Agents fongiques de Respiration des sols et amélioration des
biocontréle activités enzymatiques

Ficure 1.1 — Aspects de la biodiversité fongique des sols. Adapté de (Frac et al., 2018).
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L'impact des champignons sur ’'Homme est ambivalent et concerne de multiples domaines
allant de la pharmacologie a 'industrie en passant par I’agriculture et I’agroalimentaire (pro-
duits bruts ou transformés). Dans le domaine médical, certaines especes sont impliquées dans
des maladies pouvant étre mortelles telles que les Mucormycoses impliquant des espéeces du
groupe des Mucorales (Roden et al., 2005), tandis que d’autres produisent des antibiotiques
utilisés en pharmaceutique, 1'un des plus connus étant la pénicilline initialement découverte
chez Penicillium notatum (Lobanovska and Pilla, 2017). Dans le domaine de ’agroalimentaire,
entre 5% et 10% de la production mondiale de nourriture est perdue en raison de détériorations
liées a des champignons (Garnier et al., 2017), tandis que quelques autres espéeces sont utilisées
en consommation directe comme les truffes et les champignons de Paris : en 2005, le marché
mondial de I'industrie du champignon était évalué a plus de 45 milliards de dollars (Chang,
2006). Quelques rares autres champignons (ex : S. cerevisine, Mucor lanceolatus ou Penicillium
roqueforti) sont également utilisés pour la production de produits fermentés tels que la biere ou
le fromage (Lodolo et al., 2008; Garnier et al., 2017). Les especes fongiques ne sont pas toujours
cantonnées a un mode de vie, leur comportement peut changer selon les conditions environne-
mentales. Ainsi, si les conditions changent, une espece symbiotique peut se révéler pathogéne et
une espece technologique peut devenir contaminante (Porras-Alfaro and Bayman, 2011; Knapp

etal., 2018).

Le genre Mucor, qui fait 'objet de cette étude, regroupe un
grand nombre d’especes trés majoritairement saprophytes ca-
pables de coloniser des habitats extrémement divers (Walther
etal., 2013) avec pour point commun une faible tolérance aux
faibles activités de I'eau et une stratégie écologique de type

rudérale !, ce qui en fait des especes pionnieres a la crois-

sance et a la sporulation importantes mais peu persistantes

(Morin-Sardin et al., 2016). Ficure 1.2 — Mucor sp. sur une to-
mate. (Source photographie :
A. Hide (https ://alexhyde-
photo.wordpress.com/2014/01/)

1. Se dit d'une espéce se développant sur des décombres, bords des chemins, friches ou voisinage des habitations.
Ces espeéces affectionnent les espaces ouverts (a I'inverse de la forét, qui est un milieu fermé), perturbés ou instables.
Ce sont souvent des espéces qui colonisent de nouveaux terrains aprés un bouleversement ou une modification de
I"écosysteme local.
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Tres présents en milieux naturels, les Mucor spp. comptent parmi leurs membres aussi bien
des espeéces ubiquistes que spécialisés. A titre d’exemple, M. circinelloides a été identifié en tant
que coprophile mais aussi en tant que pathogene animal et végétal (Walther et al., 2013) tandis
que M. endophyticus n’a jusqu’a présent été retrouvé qu’en tant qu’endophyte de plante ((Zheng
and Jiang, 1995; Walther et al., 2013; Morin-Sardin et al., 2017). Cette différence de comportement
entre des especes phylogénétiquement proches fait du genre Mucor un cas d’étude pour mieux
comprendre les mécanismes pouvant intervenir dans l’adaptation a de multiples milieux ou la
spécialisation dans un type d’habitat. Un autre intérét a 1’étude des Mucor spp. vient du groupe
auquel ils appartiennent : les Mucoromycota. Il s’agit de 1'un des quatre phylums au sein desquels
les champignons sont répartis phylogénétiquement (Spatafora et al., 2016). Avec le groupe des
Zoopagomycota, il correspond aux champignons ayant divergé le plus to6t dans 1’évolution. Ceux
ci restent peu étudiés : a titre d’exemple, en 2017, parmi les 1090 espéces fongiques dont les
génomes étaient disponibles, 47 correspondaient a une espéce de Mucoromycota (Aylward et al.,

2017).

Afin de mieux comprendre les caractéristiques des Mucor et leur potentielle adaptation a un
milieu, des études ont été engagées au Laboratoire Universitaire de Biodiversité et d’Ecologie
Microbienne (LUBEM, EA3882) avec un intérét particulier apporté aux especes retrouvées sur
fromage. En 2012, Hermet et al. (2012) ont établi les relations phylogénétiques de 70 souches
de Mucor (dont 36 issues de milieux fromager) en incluant des analyses morphologiques. Ces
travaux ont notamment permis de caractériser une nouvelle espece, M. lanceolatus, pourtant
couramment rencontrée et utilisée en affinage de fromage. En 2016, la croissance sur milieu
synthétique et fromager d’espéces rencontrées dans des milieux distincts a été étudiée par
Morin-Sardin et al. (2016). Cette étude a permis de mettre en évidence une croissance améliorée
des especes utilisées pour 1'affinage de fromage sur milieu fromager par rapport a un milieu
standard. Ce comportement n’est pas observé pour les espéces contaminantes. M. endophyticus,
I’espece endophyte, accuse quant a elle un retard de croissance sur les milieux fromagers. Ces
résultats suggerent que certaines espéces sont plus aptes a se développer sur milieu fromager
et interrogent sur une potentielle adaptation de certains Mucor a la matrice fromagere. Afin
de répondre a cette question, une étude de transcriptomique et génomique comparative a été

engagée. Ces travaux réalisés dans le cadre de cette these sont présentés ci-apres.
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Les objectifs de cette these étaient d'une part d’améliorer, a partir de donnée génomiques
et transcriptomiques, les connaissances concernant le genre Mucor et d’autre part chercher s'il
existait des éléments indiquant une potentielle adaptation de certains Mucor a différents habitats
et modes de vie et en particulier a la matrice fromagere. Un intérét a également été porté aux
éléments permettant d’expliquer que des espéces soient retrouvées dans de multiples milieux

et que d’autres ne soient retrouvées que dans des habitats spécifiques.

Ce manuscrit est composé de quatre parties : cette introduction générale, une synthése biblio-
graphique, les analyses sur les transcriptomes, les analyses sur les génomes et une discussion et

conclusion générale sont proposées en fin de manuscrit.



Chapitre 2
Synthese bibliographique

2.1 Les champignons
2.1.1 Qu’est-ce qu'un champignon?

Le vivant est actuellement classé en trois domaines : les eucaryotes (Eucarya), les archées
(Archaea) et les bactéries (Bacteria) (Ciccarelli et al., 2006). C’est parmi les eucaryotes que 1'on

retrouve les champignons (Fungi) (Figure 2.1).

Bacteria Archaea Eucarya
Green
Filamentous Myxomycota
Spirochetes bacteria Entamoebae Animalia
Gram Methanosarcina Fungi
positives| pothanobacterium Halophiles
Proteobacteria Plantae
Methanococcus
Cyanobacteria
T. celer Ciliates
Planctomyces Thermoproteys
Pyrodicticu Flagellates
Bacteroides Tich d
Cytophaga chomonads
Microsporidia
Thermotoga
Diplomonads
Aquifex

Ficure 2.1 — Les trois domaines du vivant.

La diversité fongique est extrémement importante. Au vu des espéces décrites dans la littéra-
ture et en se basant sur différentes extrapolations qui prennent en compte l’existence d’habitats
inexplorés (Hawksworth and Liicking, 2017), de hotspots de biodiversité non échantillonnés
(Scheffers et al., 2012) ou encore de 'existence d’especes cryptiques (Hawksworth and Rossman,

1997), Hawksworth and Liicking (2017) estiment le nombre d’especes fongiques a 3,8 millions.
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Parmi ces millions d’espéces, 120.000 environ sont bien décrites et se retrouvent dans 1’arbre du

vivant au niveau des Fungi.

2.1.2 Classification des champignons

Cette classification, historiquement basée sur des criteres phénotypiques avait permis d’iden-
tifier quatre classes (phycomycetes, ascomycetes, basidiomycetes et deutéromycetes ou fungi im-
perfecti) (Ainsworth, 1973). Cependant, I'introduction de criteres génotypiques a contribué a une

importante évolution de cette classification au cours de ces dernieres années.

Encadré 1: Nomenclature en classification.
La classification des étres vivants repose sur l'utilisation de rangs taxonomiques :
le régne, 'embranchement ou division, la classe, l'ordre, la famille, le genre et
I'espece. Ces rangs peuvent étre complétés par des intermédiaires comme le sous-
embranchement ou la sous-division, la sous-famille ou la sous-espéce, qui peut elle-
méme se diviser en variétés. La nomenclature utilisée pour déterminer le nom scien-
tifique des espeéces, basée sur les principes énoncés par Carl Von Linné en 1753, est
binomiale et fait référence au genre puis a 1’espece. Les différents taxons fongiques pré-
sentent une terminologie codifiée ot le suffixe définit chaque rang taxonomique dans la
classification hiérarchique : -mycota pour la division, -mycotina pour la sous-division,

-mycetes pour la classe, -ales pour 'ordre, et -aceae pour la famille.

Le groupe des champignons (ou Eumycetes) est actuellement composé d’un sous-régne,
de 7 divisions et de 10 sous-divisions (Hibbett et al., 2007; Spatafora et al., 2016). Le sous-
régne des Dikarya comporte deux divisions : les Ascomycota et Basidiomycota. La division
des Ascomycota se scinde en trois sous-divisions Pezizomycotina, Saccharomycotina et Taphri-
nomycotina, tandis que la division des Basidiomycota se décompose en trois sous-divisions
Pucciniomycotina, Ustilaginomycotina et Agaricomycotina (Figure 2.2). Les autres divisions
sont les Mucoromycota, les Zoopagomycota, les Chytridiomycota, les Blastocladiomycota et
les Cryptomycota. La division des Mucoromycota regroupe les trois sous-divisions Mucoro-
mycotina, Mortierellomycotina et Glomeromycotina tandis que la division des Zoopagomy-
cota regroupe les sous-divisions Zoopagomycotina, Kickxellomycotina et Entomophtoromy-
cotina (Spatafora et al., 2016; Morin-Sardin et al., 2017). Cette nouvelle classification a pu
étre réalisée grace au séquengage de nombreux génomes fongiques actuellement disponibles

(http://genome. jgi.doe.gov/programs/fungi/index. jsf, (Spatafora et al., 2016).


http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf
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Blastocladiomycota

Chytridiomycota

Ascomycota

Basidiomycota

Zoopagomycota

Mucoromycota

Pezizomycotina

b bt

— Taphrinomycotina —

Saccharomycotina

— 1

—— =

—

Pucciniomycotina

—1
gy

Ustilaginomycotina | _|:

= [

Agaricomycotina

—

Cryptomycota
Microsporidia
Blastocladiomycetes
Neocallimastigomycetes
Chytridiomycetes
Monoblepharidomycetes
Zoopagomycotina
Kickxellomycotina
Entomophthoromycotina
Glomeromycotina
Mortierellomycotina
Mucoromycotina
Coniocybomycetes
Lichinomycetes
Geoglossomycetes
Xylonomycetes
Eurotiomycetes
Arthoniomycetes
Dothideomycetes
Lecanoromycetes
Leotiomycetes
Laboulbeniomycetes
Sordariomycetes
Orbiliomycetes
Pezizomycetes
Saccharomycetes
Archaeorhizomycetes
Neolectomycetes
Pneumocystidomycetes
Schizosaccharomycetes
Taphrinomycetes
Cryptomycocolacomycetes
Cystobasidiomycetes
Microbotryomycetes
Agaricostilbomycetes
Atractiellomycetes
Classiculomycetes
Pucciniomycetes
Tritirachiomycetes
Mixiomycetes
Entorrhizomycetes
Ustilaginomycetes
Moniliellomycetes
Exobasidiomycetes
Malasseziomycetes
Wallemiomycetes
Tremellomycetes
Agaricomycetes
Dacrymycetes

Ficure 2.2 — Cladogramme présentant les différents groupes fongiques. Les polytomies (section

d’arbre phylogénétique ne comprenant pas uniquement de séparations binaires, et donc présen-

tant des branches semblant apparaitre simultanément.) artificielles représentent des régions pour
lesquelles la topologie de I'arbre n’est pas résolue. (Source : Spatafora et al. (2017)).
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De maniere simplifiée, les champignons peuvent étre divisés en trois groupes (Spatafora

etal., 2017):

Les champignons a zoospores (Cryptomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Chy-
tridiomycota et Monoblépharidomycota) qui peuvent exister sous forme de thalle filamen-
teux ou parfois sous forme unicellulaire et qui forment des structures de reproduction
appelées zoosporanges. Les zoosporanges peuvent germer en reldchant des cellules avec
flagelles et des spores dormantes qui germent aprés développement d"un tube germina-
tif.Les Microsporidia, sont également souvent classés dans ce groupe bien que d’éventuelles

zoospores n’aient pas été observées chez ces endoparasites obligatoires d’animaux.

Les champignons autrefois appelés "zygomycetes" groupe aujourd’hui caduque car non
monophylétique et sans caractere synapomorphe. En effet, la zygospore qui est une spore
sexuée résultant d'une fusion d’hyphes, n’aurait pas existé uniquement chez ces "zygomy-
cetes" mais aussi chez un ancétre commun aux phylums Zoopagomycota, Mucoromycota,
Ascomycota et Basidiomycota. Les membres de ce phylum caduque ont majoritairement
été reversés au niveau des phylums des Zoopagomycota et Mucoromycota. La plupart des
espeéces de ces phylums posseédent des hyphes siphonnés (c’est a dire non septés hormis
au niveau des organes de reproduction et des hyphes en dégénérescence) et forment des
zygospores. De maniére remarquable, c’est avec I'émergence des "zygomycétes” que le
flagelle a disparu lors de la colonisation du milieu terrestre. Chez le phylum Zoopagomy-
cota les spores asexuées peuvent étre produites ou non dans des sacs. Les Zoopagomy-
cota comprennent majoritairement des espéces pathogénes et commensales d’animaux
et des parasites de champignons et d’amibes et quelques rares endophytes. Chez le phy-
lum Mucoromycota, on retrouve des symbiotes endomycorhiziens (notamment chez les
Glomeromycotina) et des saprophytes, parasites et endophytes majoritairement chez les

autres sous-phylums.

Les champignons appelés Dicarya car a un moment donné de leur stade de vie, leurs
hyphes comprennent des espaces cellulaires dicaryotiques (avec deux noyaux généti-
quement distincts). Les Dicarya comprennent deux phylums : (i) les ascomycetes qui
produisent leurs spores sexuées (ascospores) dans des asques (site de la caryogamie et
de la méiose). Ils comprennent des espéces aux modes de vie trés variés et, (ii) les ba-
sidiomycetes qui produisent leurs spores sexuées (basidiospores) au niveau de basides

(site de la caryogamie et de la méiose). Les basidiomycetes ont également des modes de
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vie trés variés (incluant des champignons symbiotiques ectomycorhiziens qu’on retrouve

aussi plus rarement chez les ascomycétes).

Longtemps considérés comme des végétaux du fait de la présence d’une paroi cellulaire,
de I’absence de mobilité ou encore d’homologies entre leurs cycles de reproduction et celui
des algues, ce n'est qu'en 1969 (Whittaker, 1969) que les champignons s'imposent comme un
regne distinct dans la classification actuelle du vivant. La définition formelle de ce qu’est un
champignon reste cependant un débat actuel puisqu’il n’existe pas de caractére spécifique, qu'il
soit génétique, moléculaire ou cellulaire, qui soit retrouvé chez tous les champignons et absent
des autres régnes (pour une revue, voir (Richards et al., 2017)). A titre d’exemple, on peut citer
(i) I'existence d’une syntheése de lysine via la voie de biosynthese de ’alpha-aminoadipate qui
a aussi été retrouvée chez plusieurs clades eucaryotes et méme procaryotes, (ii) la présence
d’ergostérol dans les membranes plasmiques retrouvée également chez certains protistes ou
encore (iii) la composition spécifique de la paroi cellulaire incluant de la chitine qui n’est pas
retrouvée chez tous les champignons suite a une perte secondaire du caractere mais surtout,

cette synthese se retrouve aussi dans de nombreux groupes externes aux champignons.

Méme s’il ne se dégage pas de synapomorphies ' fongiques on retrouve chez la plupart des

champignons un certain nombre de caractéristiques structurales et fonctionnelles.

2.1.3 Caractéristiques des champignons

Pour comprendre ce qui caractérise un champignon, il est intéressant de considérer 1’étude
de Cavalier-Smith (2001) qui a livré sur la base de travaux phylogénétiques un scénario de
transition évolutive des protistes vers les champignons. Celui-ci implique la perte du caractere
de phagotrophie (acquisition des nutriments sous une forme particulaire ou massive, c’est a
dire non dissoute) ainsi que le développement de I'osmotrophie (acquisition de nutriments sous
une forme dissoute) en association avec un mode particulier de synthése de la paroi cellulaire
couplé a une croissance polarisée apicale. Richards et al. (2018) paraphrasent cette association

"e

croissance radiale/osmotrophie par la périphrase : "je mange comme je crois" (Figure 2.3).

En complément des éléments caractéristiques des champignons comme les fusions cellulaires

asexuées ou sexuées (Encadrés 2 et 3) ou leur mode particulier de dissémination (Encadré 4),

1. Caractere dérivé (ou apomorphique), partagé par deux ou plusieurs taxons.
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-

protiste

Perte du caractére ————— —  Une surface cellulaire
phagotrophe ———  flexible n'est plus requise
\ Autorise de forte
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Acquisition d'une  ~ ——————  Protection contre les / Lne;a?;g;?is _—
surface cellulaire ——————  fortes pressions de yiop q
renforcée turgescence
Permet de fortes
activités métaboliques
Capacité a former des
structures robustes
A pouvant se ramifier et
pénétrer des substrats
Evolution de la —————— Croissance polarisee
rigidité cellulaire —————————  apicale (a l'apex des
hyphes)
\ —
Evolution vers
l'osmotrophie :
- une hydrolyse Couplage de la o
externe Qes T croisssance, détection Forte ‘capacrte a.
composes —  des nutrimenis et de leur coloniser et exploiter les
organiques assimilation environnements
- un transport actif composés de structures
des metabolites biologiques complexes.

vers la cellule

champignon

Ficure 2.3 — Transition évolutive des protistes vers les champignons, selon un scénario proposé par
Cavalier-Smith (2001) et la revue bibliographique de Richards et al. (2017).

I'existence de la paroi cellulaire et de la croissance apicale fongique est donc a la base de la

structure et du mode de vie fongique.
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Encadré 2 : La "reconnaissance du soi" chez les champignons

Le thalle fongique correspond a un entrelacs trés dense d’hyphes a croissance api-
cale qui se ramifient et fusionnent chez de nombreux groupes de champignons (ces
fusions n‘ont en revanche jamais été observées chez certains groupes comme celui
des Mucoromycotina). Cette fusion d’hyphes ou anastomose aboutit a la constitution
d'un syncytium, qui permet la distribution du cytosol, des organites ou encore des
nutriments dans I'ensemble de l'organisme (a défaut d’avoir recours a un systéme
vascularisé comme chez les animaux ou les végétaux par exemple). Chez les groupes
de champignons chez qui les anastomoses végétatives existent, celles-ci peuvent se
former trés fréquemment au niveau des hyphes d’'un méme individu pour assurer la
formation et le développement du thalle mais aussi moins fréquemment entre indivi-
dus. Il faut noter pour ce dernier cas que des mécanismes d’incompatibilité végétative
pré- et post- fusion restreignent la formation d’hétérocaryons (cellules contenant des
noyaux d’origine génétique différente) a des fusions d’hyphes d’entités génétiquement
proches. Cette incompatibilité végétative empéche en effet la formation d’hétéroca-
ryons entre individus qui different génétiquement au niveau de multiples loci (entre
7 et 12 loci appelés het ou vic chez les ascomycetes et analysés au travers de diverses
études). En effet, pour les modeles étudiés, en cas de différence au niveau d'un seul des
loci d’incompatibilité végétative, les compartiments hétérocaryotiques sont isolés du
reste du mycelium par des septums et un phénomene de mort cellulaire est observé.
Cette incompatibilité végétative constituerait notamment un avantage pour limiter la
transmission de virus cytoplasmiques. Les mécanismes de fusion et d’incompatibilité
végétative ont été étudiés chez des champignons modéles comme Neurospora (pour
une revue, voir Daskalov et al. (2017)) et impliquent un grand nombre de genes mais
les mécanismes ne sont pas encore élucidés complétement.

SIS 2 G l

Deux indivi pouvant étre généti différents mais avec des
signaux de communication identiques

i Attraction et fusion

T o ° 1 T T
® | | | |

Aucune différence entre alléles des génes d'incompatibilité végétative Des différences entre alléles des génes d'incompatibilité végétative
entre les deux individus entre les deux individus

Compa‘iV V:mpatibi[ité

S S L ! X e e

Un flux cytoplasmique s'établit entre les deux individus. Les Mise en place de septums, vacuolisation, lyse de la membrane
hétérocaryons sont viables plasmique, dégaradation des organites
MORT CELLULAIRE

Ficure 2.4 — Hétérocaryose apres anastomose : les différents cas possibles. Les disques
bleus et roses représentent les noyaux respectifs des deux individus. Adapté d’apres
Daskalov et al. (2017).
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Encadré 3 : La reproduction sexuée chez les champignons
Une fusion cellulaire se produit lors de la reproduction sexuée. Celle-ci présente une
particularité, chez les dicarya, en ce sens que la fusion des cytoplasmes (plasmogamie)
conduisant a la formation d’un hétérocaryon n’est pas immédiatement suivie d'une
fusion des deux noyaux (caryogamie). Il en résulte la présence d"un stade dicaryotique
dans le cycle de vie des ascomycétes (ol ce stade est tres réduit) et des basidiomy-
cetes. Ce décalage n’existe en revanche pas chez les autres groupes fongiques comme
les Mucoromycota. Une méiose, succédant a la caryogamie rétablit dans tous les cas
I'haploidie. Chez les champignons, il existe des espéces isogames et anisogames. Chez
les anisogames, la fusion des gamétes ou syngamie (qui a l'inverse de la méiose initie
une phase diploide) ne peut se faire qu’entre gameétes différents alors que chez les
isogames, il n'y a pas différents types de gametes. De méme, chez les champignons,
il existe des especes hétérothalliques chez qui la fusion ne peut se faire qu’entre deux
individus compatibles sexuellement alors que chez les homothalliques la fusion est
possible au niveau d’hyphes du méme individu (hermaphrodisme). Il faut noter qu’il
existe différentes formes d’homothallisme (dont le pseudo-homothallisme). Cette com-
patibilité sexuelle est déterminée par un gene sexuel (systéme bipolaire comme chez
les Mucoromycota ou les Ascomycota par exemple) ou deux génes sexuels (systeme
tétrapolaire comme chez les Basidiomycota par exemple). Ces genes sexuels peuvent
coder des régulateurs ou des phéromones et récepteurs de phéromones. Pour le sys-
teme bipolaire, il existe un géne sexuel possédant le plus souvent deux idiomorphes
(deux versions du géne qui ne sont pas appelés alleles car leur homologie ne peut étre
prouvée) alors que pour le systeme tétrapolaire, il existe deux geénes sexuels avec une
quantité d’idiomorphes variable pouvant aller jusqu’a des centaines dans le cas de cer-
tains basidiomycetes (pour une revue, sur la syngamie et la reproduction sexuée voir
Billiard et al., 2011). La reproduction sexuée aboutit a la formation de spores sexuées
qui permettent la dissémination. Ces dernieres ne sont toutefois pas les seules a assurer
cette fonction, et chez certains groupes fongiques, la reproduction sexuées étant rare
et trés dépendante des conditions environnementales, cette fonction est majoritaire-
ment assurée par des spores asexuées voire d’autres entités comme des fragments de

mycélium ou des agrégats d’hyphes appelés sclérotes.
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FiGure 2.5 — Résumé des modes de syngamie chez les champignons. (A) Hétérothal-
lisme ; (B) homothallismes. Adapté de Billiard et al. (2012).

Encadré 4 : La dissémination des champignons
Alors que la colonisation progressive de milieux peut étre réalisée par la croissance
végétative radiale du thalle fongique, celle-ci n’assure pas a proprement parler une
dissémination. Cette derniére peut se faire grace a des propagules qui peuvent étre de
types trés différents : (i) des spores, qu’elles résultent de la reproduction sexuée (voir ci-
avant), ou asexuée. Ces dernieres peuvent étre produites dans des enveloppes (du type
sporange) comme chez les Mucoromycota ou vers 'extérieur comme chez les dicarya
(on les appelle alors conidies), par des modes thallique (spores provenant de thalle
préexistant et on peut y inclure les chlamydospores) ou blastique (spores issues d'un
bourgeonnement a partir d"une structure sporogene). Ces spores peuvent méme étre
flagellées chez les champignons a zoospores. (ii) de fragments de thalle qui peuvent
correspondre également a des agrégats d’hyphes comme dans le cas des sclérotes. Ces
propagules peuvent étre disséminées, en fonction de 1’écologie de 'espéce considérée

et de I'environnement colonisé, par 1’eau, le vent ou encore des vecteurs animaux.
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La paroi fongique

Les champignons comprennent généralement une paroi cellulaire (Latgé, 2007), qui contrai-
rement a ce qui est retrouvé chez les végétaux (chez qui elle est composée principalement de cellu-
lose) comprend généralement des microfibrilles de chitine (homopolymere de N-acétylglucosamine
lié en -1,4) associé a des polymeéres de glucose ($-1,3 glucanes liés de maniere covalente a des
B-1,6 glucanes). C’est la présence de cette paroi qui permet la rigidité cellulaire associée aux
champignons (Figure 2.3). Il faut noter que certaines structures fongiques comme les zoospores
de chytridiomycota sont dépourvues de paroi cellulaire (Latgé, 2007) et que certaines espeéces
comme Pneumocystis (Ma et al., 2016) ont perdu secondairement ce caractére. Notons également
que chez certains membres des pseudofungi, la présence de polymeéres de N-acétylglucosamine

a la structure proche de la chitine a été rapportée (Clay et al., 1991; Mélida et al., 2013).

L'hyphe fongique

La pluricellularité constitue une des transitions majeures dans 1’évolution du monde vivant
(Love, 2016). Elle a notamment permis 1’apparition d’étres vivants plus grands et plus complexes
avec des spécialisations cellulaires et des divisions de taches entre cellules. Les champignons
comme les animaux et les végétaux ont évolué vers une pluricellularité intégrée (et non pas un
simple agrégat de cellules individuelles), mais sous une forme particuliére : le filament ou hyphe
(Nagy et al., 2017). A nouveau ces hyphes ne sont pas spécifiques des champignons car on les
retrouve chez d’autres organismes comme par exemple les pseudofungi. Il faut aussi indiquer
que certains champignons ne forment que des structures unicellulaires : les formes levures. Ces
levures ne constituent pas un groupe monophylétique mais plutdt un assemblage polyphylé-
tique de champignon partageant ce caractére morphologique d"unicellularité. Il est également
important de noter qu'un grand nombre de champignons (notamment chez les Mucoromycota)
décrits morphologiquement comme des levures sont dimorphes, c’est a dire qu’en fonction des
conditions environnementales ils peuvent exister soit sous forme unicellulaire, soit sous forme
filamenteuse. Cela est particulierement fréquent chez les especes pathogenes chez lesquelles
la forme levure se repand plus efficacement dans 1'hote, cependant que la phase filamenteuse

facilite la phase de transmission et d’adhésion aux tissus (Nemecek et al., 2006).
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Cet hyphe a croissance polarisée apicale, également retrouvé chez les oomycetes est une évo-
lution remarquable. La croissance hyphale fait appel a plusieurs phénomenes cellulaires : 1’éta-
blissement et le maintien de la polarité, le transport de matériels constitutifs des membranes et
parois vers l'apex qui est le point de croissance mais aussi 1’établissement de fusion des hyphes
qui permet au mycelium de se densifier sous forme dun entrelacs d’hyphes et chez certains
champignons (excluant notamment les especes appartenant aux Mucoromycota) la septation de
ces hyphes permettant de définir des espaces cellulaires le plus souvent monocaryotiques ou
dicaryotiques. La croissance apicale est assurée principalement grace a une exocytose polari-
sée apicale. Cette croissance est initiée grace a (i) I'établissement d’un site de croissance piloté
notamment par le Spitzenkérper chez les dicarya (Lopez-Franco and Bracker, 1996) ou le crois-
sant vésiculaire apical chez d’autres champignons, notamment les Mucoromycota (Fisher and
Roberson, 2016), (ii) au maintien d'un axe de croissance, jalonné par le cytosquelette associé
a diverses protéines motrices, le long duquel migrent depuis 'appareil de Golgi les matériels
permettant 1’élongation hyphale (membranes sous forme de vésicule et protéines notamment)
(Steinberg, 2007). Méme dans le cas des hyphes septés, la circulation de ces matériels le long
de I'hyphe est rendue possible grace a 1'existence de pores (pouvant étre obturés par diverses
entités selon les groupes fongiques, comme par exemple les corps de Woronin) entre cellules.
Des cascades de kinases et de nombreux régulateurs (voir Steinberg et al. (2017)) sont impliqués

dans ce phénomene de croissance apicale.

Les hyphes fongiques agrégés permettent aux champignons de produire des structures plu-
rihyphales complexes, jamais sous forme de vrais tissus mais plutot sous la forme de plecten-
chymes tels que les carpophores (fructifications des dicarya portant les structures de production
des spores sexuées), les sclérotes (propagules de résistance et de dissémination) ou encore les

rhizomorphes (cordons mycéliens).

Le mode de vie fongique

Comme discuté ci-avant, les champignons qui sont des hétérotrophes sont caractérisés par
leur osmotrophie couplée a leur mode de croissance hyphale ("je mange comme je crois"). Au fur
eta mesure de son exploration, le champignon peut exploiter la matiére organique rencontrée, en
larendant assimilable grace notamment a ’excrétion d’exoenzymes lytiques (cellulases, laccases,
pectinases, estérases, lactases, péroxydases, lipases, protéases etc.). Les nutriments générés sont

donc présents a l’extérieur de I'hyphe et le champignon peut donc se trouver en compétition avec
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d’autres organismes pour l'import de ces métabolites. Dans cette compétition, le champignon
possede deux armes (voir Richards et al. (2017)) : (i) sa croissance permet a la fois aux hyphes
individuels d’explorer des zones peu accessibles mais également au thalle de constituer une
masse imposante et importante de contact, de lyse mais aussi de transport vers l'intérieur des
hyphes, et (ii) les champignons ont une trés large gamme de voies de biosynthéses de métabolites
secondaires, dont certains vont jouer un role non négligeable dans la compétition avec les autres

organismes.

Au dela de ce trait commun aux champignons il n’existe pas une seule stratégie de vie fon-
gique puisqu’on retrouve chez les champignons, qui sont des organismes hétérotrophes, des
saprobes aussi bien que des mutualistes obligatoires, symbiotes ou parasites. Les saprobes li-
bérent des nutriments en dégradant la matiére organique de divers habitats (sol, bois, végétaux
ou animaux morts, fécés ou encore aliments), les symbiotes mycorhiziens grace a une relation
mutualiste avec des végétaux obtiennent du carbone sous forme de glucides issus de la pho-
tosynthese. Les champignons peuvent se développer en tant que commensaux, endophytes de
plantes ou se développant sur la peau animale; ils peuvent étre pathogeénes, opportunistes ou
pathogenes stricts, en envahissant les tissus animaux ou végétaux hotes apres avoir produit
des toxines ou des effecteurs pour outrepasser les défenses de leurs hotes en provoquant des

maladies parfois mortelles (voir Stajich (2017)).

2.14 Le genre Mucor

Le genre Mucor est classé parmi la division des Mucoromycota, la sous-division des Mu-
coromycotina, la famille des Mucoraceae et 'ordre des Mucorales. Avec un total de 58 espéces
décrites (Walther et al., 2013), le genre Mucor est le plus grand genre de 'ordre des Mucorales
et de la famille des Mucoraceae (Morin-Sardin et al., 2017). Cependant, des phylogénies molécu-
laires basées sur de multiples loci tels que ’ADNr (ADN ribosomique nucléaire), I'ITS (internal
transcribed spacer) de ’ADNr , le gene impliqué dans la synthese du facteur d’élongation alpha
(EF-1a) ou des séquences de genes codant la production d’actine, ont montré que le genre Mucor
n’était pas monophylétique ? (Alvarez et al., 2011; de Souza et al., 2012; Voigt and Wostemeyer,
2001; Walther et al., 2013).

A titre d’exemple, lors de 1'étude de Walther et al. (2013), incluant prés de 400 souches de

Mucor, les espéces de Mucor étaient intégrées dans des groupes phylogénetiques correspondant a

2. Monophylie : Un groupe monophylétique regroupe tous les descendants de 1’ancétre commun.
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plus d’une vingtaine de genres tels que les Chaetocladium, Helicostylum, Pilaira, Pirella, Thamnidium
ou Zygorhynchus et méme des Mycotypha and Choanoephora qui ne sont pas des membres de la
famille des Mucoraceae mais correspondent a la famille des Mycotyphaceae et Choanepheraceae,

respectivement.

Cette polyphylétie ®* induit des changements dans la dénomination des especes. Parmi les
especes les plus citées, Rhizomucor miehei apparait souvent en tant que Mucor miehei et Rhizomucor
pusillus est parfois appellé Mucor pusillus. De méme,H Mucor endophyticus a longtemps été
retrouvé sous le nom de Rhizomucor endophyticus et Rhizopus arrhizus apparait réguliérement
sous le nom de Mucor rouxii alors qu’il ne fait pas partie du genre Mucor (Hoffmann et al,,
2013; Walther et al., 2013). La complexité du classement des especes de Mucor sans apport de
données moléculaires vient des caractéristiques morphologiques pouvant étre tres proches entre

les especes.

2.1.5 Caractéristiques des especes du genre Mucor

Les travaux de Schipper (1967, 1969, 1970, 1976). Zycha et al. (1969) ont participé a la descrip-
tion morphologique des Mucor. Les Mucor sont caractérisés par une organisation rudimentaire.
IIs possedent un appareil végétatif, le thalle, qui correspond a un faisceau de filaments ou

d’hyphes plus ou moins ramifiés qui constitue le mycélium (Figure 2.6).

Ficure 2.6 — Exemples de thalle de Mucor lanceolatus sur de la Tomme de Savoie non-affinée (A) et
de M. endophyticus sur milieu Potato Dextrose Agar (B), aprés 4 jours de croissance a 15 °C (Source
photographies : these de Morin-Sardin (2016))

3. Un taxon polyphylétique est un taxon défini par une ressemblance quin’a pas été héritée d"un ancétre commun.
Ce terme désigne des taxons qui n‘ont aucune pertinence pour retracer les liens de parenté et donc I’évolution.
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Le mycélium, qui constitue la partie végétative du champignon s’accroit rapidement et peut
présenter des ramifications pour coloniser le milieu. Les hyphes* sont diffus, tubulaires et
généralement plus larges que les hyphes des Dicarya, avec un diametre pouvant atteindre 15um
(thése de Morin-Sardin (2016)). Les hyphes des Mucor sont généralement siphonnées, c’est a dire
qu’il n’y a pas de cloisons transversales (septums) séparant différentes cellules de 1'hyphe, ils
contiennent donc plusieurs noyaux non séparés les uns des autres (Figure 2.7). Cette organisation
structurale reste peu étudiée et la présence de plusieurs noyaux au sein des hyphes mais aussi des
spores représente une particularité importante par rapport aux champignons dits "supérieurs"”

comme les ascomycetes et les basidiomycétes.
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FiGure 2.7 — Représentation schématique d’éléments mycéliens de Mucor. A. mycélium végétatif. B.
portion d’hyphe vue sous microscope optique . C. Ultrastructure d’une portion d’hyphe vue sous
microscope électronique.
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La présence de septums chez les Mucor ne se rencontre que pour séparer les organes de
reproductions sexuée et asexuée du reste du mycélium (Stajich et al., 2009) ou lors de l'isolement
des parties sénescentes pour éviter la propagation de composés toxiques dans tout le mycélium
(Carlile, 1995). L'extension mycélienne est générée au niveau de I’apex des hyphes. Les zones en
arriere de I’apex peuvent néanmoins émettre des bourgeonnements, néoformations de nouveaux

axes a croissance linéaire donnant naissance a des ramifications.

4. Filaments constitutif du mycélium
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Le mycélium des Mucor est haploide ® (et comme nous venons de le préciser multinucléé
puisque siphonné), seules les cellules issues de la reproduction sexuée générant les zygospores,
sont diploides. La formation de la zygospore se fait par fusion (d’ot1 le nom du phylum obsolete
zygomycetes dérivé du grec zugos qui signifie fusion) de deux zygophores issus du mycé-
lium d'un méme individu (pour les espéces de Mucor homothalliques) ou de deux individus
compatibles (pour les especes de Mucor hétérothalliques). La compatibilité sexuelle chez les
Mucoromycotina reposerait sur I’existence de deux alleles (il s’agit d'un systeme bipolaire) sexP
(allele +) et sexM (allele -) qui caractérisent les deux types sexuels. Le géne correspondant a
ces deux alleles code un facteur de transcription comportant un domaine HMG (high mobility
group) comme observé en premier lieu chez Phycomyces (Idnurm et al., 2008) puis plus tard chez
des Mucor : M. circinelloides, M. mucedo et M. ambiguus (Wetzel et al., 2012; Corrochano et al,,
2016; Schulz et al., 2017). Le zygotropisme qui permet aux deux zygophores de se diriger 'un
vers l'autre puis de fusionner (ils peuvent alors étre appelés progamétanges puis gamétanges
ou suspenseurs une fois que le zygote entame sa formation) est controlée par I'émission de
phéromones (Burgeff, 1924; Plempel, 1962) qui ont été identifiées comme étant des acides trispo-
riques (Austin et al., 1969) dont la synthése est initiée par le f-carotene. Les acides trisporiques
activeraient les facteurs de transcription sexP et sexM (Lee et al., 2014) mais les génes cibles de

ces facteurs de transcription n‘ont pas encore été identifiés (Schulz et al., 2016).

La reproduction sexuée dépend donc des conditions environnementales susceptibles d’in-
duire l’'expression des genes dits sexuels, et chez les especes hétérothalliques qui restent majo-
ritaires, de la compatibilité de deux individus. La production de spores sexuées peut-étre tres
abondante comme par exemple chez M. endophyticus (observation personnelle) mais n’est pas

toujours présente.

La reproduction asexuée reste généralement toujours abondante chez I'ensemble des espéces
de Mucor. Les spores asexuées majoritaires, les sporangiospores, ont la particularité d’étre pro-
duites a l'intérieur de sporanges. Chaque sporange contient un nombre variable de sporangio-
spores mais on ne retrouve pas au sein du genre Mucor des sporanges paucisporés (contenant peu
de spores) ou sans columelle vraie (la columelle est une structure en forme de vésicule qui sépare
le sporange du sporangiophore et de I’ensemble du mycelium). Ces sporangiospores peuvent

étre multinuclées (Hammill and Secor, 1983; Tansey et al., 1984). D’autres spores asexuées, les

5. Chaque noyau ne comporte qu'un seul exemplaire de chaque chromosome.



20

Chapitre 2. Synthése bibliographique

sporange .
columelle

\‘ , sporangiophore

\
A\

\/ fusion
zygophores

5
progamétanges //_, C

Cycle asexué

spore asexuée

mycélium
%

Cycle sexué

columelle nue

gamétanges

zygospore

spore asexuée

o=

\ spore asexu ée

/sporange

columelle

sporangiophore

Ficure 2.8 — Représentation schématique du cycle de vie d'un Mucor sp. (d’apreés une figure de C.T
Ingold modifiée, (Ingold and Others, 1978) (Ingold, 1978)) comportant (i) le cycle asexué durant
laquelle les spores asexuées sont formées a I'intérieur d"un sporange isolé du reste du mycélium par
la columelle et porté par un sporangiophore qui se développe a partir de mycélium non différencié
et (ii) le cycle sexué au cours duquel une zygospore (seul élément diploide du cycle de vie) est
formée apres fusion entre deux hyphes sexuellement compatibles. (a) sporangiophore et sporange
intact contenant les spores asexuées de M. fuscus; (b) sporangiophore portant une columelle nue
(la paroi du sporange a éclaté, libérant les spores asexuées) de M. racemosus et (c) zygospore de M.
endophyticus.

chlamydospores, toujours produites a I'intérieur des hyphes (le plus souvent dgées ou sénes-

centes) chez les Mucor, peuvent étre présentes en quantité importante chez certaines espéces

comme M. racemosus.

2.1.6 Modes de vie et habitats des Mucor

Les spores de Mucor ont une forte capacité d’absorption de I'’humidité, d’adhérence a de

nombreuses surfaces et de dispersion dans 1’air humide. Elles peuvent germer rapidement

dans l’environnement si un substrat favorable est trouvé (Et et al., 1972). Ces caractéristiques

participent au caractere pionnier des espéeces du genre Mucor. La stratégie écologique des Mucor
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consiste en une croissance et sporulation importantes mais une faible persistance dans le milieu
(Morin-Sardin et al., 2017). Les conditions de croissance optimale de ces espéces sont identifiées
comme suit : température 20 a 25°C, pH de 5-6 et activité de 1’eau supérieure a 95% (Dantigny
et al., 2005; Morin-Sardin et al., 2016; Panasenko, 1967; Pitt and Hocking, 2009) . Elles présentent
une faible tolérance aux faibles activités de I’eau (Morin-Sardin et al., 2016) mais sont capables
de coloniser des niches écologiques extrémement diverses (Walther et al., 2013). Majoritairement
saprophytes, ces especes sont abondantes et fréquentes dans 1’environnement (Hoffmann et al.,
2013; Voigt et al., 2016; Voigt and Wostemeyer, 2001), certaines pouvant étre associées a des
habitats ou niches spécifiques. M. endophyticus CBS 385-95 dont nous avons étudié le génome
dans cette étude a été décrite comme un endophyte du blé (Zheng and Jiang, 1995) tandis
que M. lanceolatus, également utilisée dans cette étude, n'a été décrite qu’en milieu fromager
en tant qu’espéce utilisée pour l'affinage de fromage (Hermet et al., 2012; Walther et al., 2013;
Morin-Sardin et al., 2017). Ces deux especes spécialisées semblent présenter des caractéristiques
d’adaptation a leur milieu, en effet Morin-Sardin et al. (2016) ont montré que M. lanceolatus
et M. fuscus (utilisées en affinage de fromage) se développaient mieux sur un milieu fromager
que sur un milieu de culture synthétique contrairement a M. racemosus, M. circinelloides, M.
brunneogriseus, M. spinosus et M. endophyticus, de méme M. endophyticus accusait un retard de

croissance sur milieu de culture synthétique par rapport aux six autres especes de 1’étude.

A contrario certaines especes sont retrouvées dans de multiples milieux comme les sapro-
trophes M. circinelloides et M. indicus, également investigués dans le cadre de cette these. Ces
deux especes ont notamment la particularité d’étre fréquemment associées a I’environnement
clinique et constituent des pathogénes opportunistes d’animaux ou de ’homme (Alvarez et al.,
2009). Leur succes en tant que pathogenes opportunistes est en partie 1ié a leur caractere ther-
mophile qui leur donne un avantage compétitif pour se développer au sein des tissus animaux
et humains. Robert and Casadevall (2009) lors d"une étude sur la tolérance des champignons a
la température indiquaient que la plupart des champignons ne pouvaient pas croitre a la tem-
pérature des mammiferes, chaque degré de plus dans la fenétre des 30 a 40°C excluant 6% de
plus des 4802 isolats fongiques testés. M. indicus par exemple tolére des températures de 40°C

(Taj-Aldeen et al., 2017).
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2.1.7 Intérét biotechnologique des Mucor

Les caractéristiques associées au mode de vie pionnier de ces espéces, (fort taux de crois-
sance, facilité de développement sur de nombreux milieux, diversité des enzymes produites
pour exploiter divers substrats) en font également de bon candidats pour étre utilisés dans des
applications biotechnologiques. Cela concerne en particulier les espéces ubiquistes capables de
croitre dans une gamme étendue de pH et température tel que M. circinelloides (Zhang et al.,
2007; Sautour et al., 2002; Millati et al., 2005; Nahas, 1988; Sajbidor et al., 1988). Parmi les com-
posés d’intérét pouvant étre produits par les Mucor on compte des acides organiques (ex : acide
lactique et fumarique), de ’éthanol et acides gras (pouvant étre utilisé comme biocarburants,
éthanol et biodiesel), des acides gras polyinsaturés, des carotenoides ou encore des enzymes
variées (amylases, cellulases, protéases, lipases). De plus, la biomasse générée peut étre utilisée
pour 'alimentation des animaux et poissons du fait de leur forte valeur nutritionnelle (Voigt

et al., 2016; Karimi and Zamani, 2013; Ferreira et al., 2013)

2.1.8 Meétabolisme des Mucor

Des études métaboliques ont été conduites sur certains Mucor d’intérét industriel. Les plus
étendues portant sur la production de lipides (Tang et al., 2016, 2017) et la production de

caroténoides (Voigt et al., 2016).

Malgré le potentiel pathogene opportuniste de certains Mucor, le seul métabolite secondaire
toxique détecté chez les Mucor correspond a l’acide neurotoxique 3-nitropropionique, un in-
hibiteur irréversible de la succinate déhydrogénase menant a des apoptoses anormales (voir
Ludolph and Ludolph (1991)) chez M. circinelloides (Hollmann et al., 2008). Cependant, une
étude de 2014 (Lee et al., 2014) a permis de montrer la présence dans les génomes de M. circi-
nelloides (formes circinelloides et lusitanicus) de génes impliqués dans la synthese de métabolites
secondaires, génes que les auteurs rapprochaient d"une potentielle production de toxines. Ces
genes qui correspondraient a des polycétides synthases (PKS), enzymes de synthéses de peptide
non ribosomiques (NRPS) et L-triptophane dimethylallyltransférase (DMAT) ont par la suite été
identifiés par Voigt et al. (2016) dans les génomes de Mucoromycota publiquement disponibles

et par Hermet (2013) dans les génomes de M. fuscus, M. lanceolatus and M. racemosus.
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2.1.9 Analyses génomiques retrouvées dans la littérature concernant les Mucor

Les génomes de certaines souches de Mucor spp. ont été séquencées et sont disponibles
publiquement. Le premier génome de Mucor disponible ftit celui M. circinelloides forme lusitanicus
CBS 277.49 déposé sur le JGI en 2009 (Corrochano et al., 2016), en 2018 dix génomes de Mucor
étaient accessibles publiquement (Tableau 2.1). Les souches séquencées dont l'origine est connue

sont majoritairement originaire d’environnements médicaux.

Taxon Souche Source de l'isolat Référence ou n° d'accession Annotation disponible
Mucor ambiguus NBRC 6742 Inconnue BBKB00000000.1, 2015 oui

Mucor circinelloides 1006PhL Humain Findley et al., 2013 oui

Mucor circinelloides CBS 277.49  Inconnue Corrochano et al., 2016 oui

Mucor circinelloides CDC-B8987 Humain Chibucos et al., 2016 sur demande
Mucor circinelloides JCM 22480 Inconnue BCHGO00000000.1, 2016 non

Mucor circinelloides WJ11 Sol Tang et al., 2015 non

Mucor indicus CDC-B7402 Humain Chibucos et al., 2016 sur demande
Mucor irregularis B50 Humain AZY|100000000.1, 2014 non

Mucor irregularis B7584 Inconnue JNES00000000.1, 2014 non

Mucor velutinous CDC-B5328 Humain Chibucos et al., 2016 sur demande

TaBLEAU 2.1 — Liste des génomes de Mucor accessibles publiquement

Lenombre d’études al’échelle des génomes de Mucor est restreint. A notre connaissance, deux
études de génomique comparative se focalisent uniquement sur les Mucor. La premiére, réalisée
par Tang et al. (2015), a permis d’identifier les genes impliqués dans les voies principales du
métabolisme du carbone et des lipides et de déterminer quels genes étaient susceptibles d’étre
impliqués dans l'importante production de lipides chez une souche de M. circinelloides. Ces
résultats ont été obtenus grace a la comparaison de deux souches de M. circinelloides 1'une a la
production de lipides importante, I’autre non. La seconde étude, réalisée par Lopez-Fernandez
etal. (2018) a permis, grace a la comparaison de deux souches de M. circinelloides, 'une virulente
et 'autre avirulente, d’identifier des éléments pouvant étre liés a la pathogénicité de 1'espece.
D’autres études plus étendues incluaient également des Mucor. C’est le cas des recherches
de Corrochano et al. (2016) sur la perception de I’environnement et de la transduction du
signal chez les champignons et plus particuliérement des Mucoromycotina (représentés par
Lichtheimia corymbifera, Phycomyces blackesleeanus, M. circinelloides et Rhizopus delmar). Cette étude
a permis d’identifier une duplication compléte du génome d’un ancétre des Mucoromycota
ayant permis d’améliorer la perception des signaux environnementaux chez les especes de
cette lignée. L'analyse la plus étendue de génomique comparative s’intéressant aux Mucor était

celle de Chibucos et al. (2016). Cette étude avait pour objet d’identifier des éléments liés a
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la pathogénicité des espéces impliquées dans les Mucormycoses, pour ce faire 27 génomes de
I'ordre des Mucorales ont été comparés dont trois Mucor © (deux souches de M. circinelloides 7 et

une de M. indicus).

Au cours de cette étude deux comparaisons génomiques incluant les Mucor ont été réalisées.
Ces deux analyses portaient sur la recherche d’expansion/contraction du nombre de genes de
familles spécifique : les chitines déacetylases d'une part et des génes codant des invasines de
type "spore coat protein homologs" (CotH). Lors de cette étude, a notamment été mise en valeur

une corrélation positive entre le nombre de copie de CotH et la pathogénicité de I'espece.

L'augmentation du nombre de copies de CotH participe donc probablement al’adaptation des
espéces pathogenes opportunistes a un mode de vie pathogene d’hétes animaux tout comme la
spécialisation de mécanismes d’acquisition du fer (ex : famille de genes fet3 (Navarro-Mendoza
et al.,, 2018)) ou encore des mécanismes permettant la tolérance des especes a des températures

supérieures a 37°C (Taj-Aldeen et al., 2017).

La comparaison des génomes d’espéces proches permet de mettre en évidence les différences
qui font la diversité des espéces et en cela d’identifier des éléments potentiellement liés a
leur adaptation aux conditions environnementales de leur habitat. En effet, la composition et
I'organisation des éléments d'un génome est le résultat de mécanismes et processus qui ont
permis de diversifier les organismes de la population, les organismes les plus adaptés (fitness
élevé) ayant plus de chances de se développer optimalement et d’obtenir une descendance, la

population entiére devient a terme plus adaptée a I’environnement.

Pour identifier ces éléments et processus ayant contribué a ’adaptation d’un organisme a un
milieu, il convient tout d’abord de revenir aux bases : qu’est-ce qu'un génome ? Quels sont les
éléments qui le composent ? Quels sont les mécanismes induisant des différences d"un génome a
'autre ? La partie ci-apres a pour objet de donner quelques éléments de réponse a ces différentes

questions, un accent étant porté sur les éléments associés aux processus d’adaptations.

6. Les deux M. racemosus de cette publication ont par la suite été renommés Rhizopus microsporus par Gryganskyi
etal. (2018).

7. L'une des souches de M. circinelloides est indiquée M. velutinosus (synonyme de M. circinelloides (Walther et al.,
2013)) dans la publication.
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2.2 Caractéristiques génomiques

Le génome, est I'ensemble du matériel génétique d'un organisme. Celui-ci est codé par des
molécules d’acide désoxyribonucléique (ADN). Les chaines d’ADN, pour pouvoir étre contenues
dans le noyau de la cellule (cas eucaryote), doivent étre compactées (au moins 100 000 fois selon
Razin et al. (2007)). En paralléle, certaines régions d’ADN doivent rester accessibles pour les
interactions avec des facteurs de transcription et les machineries de transcription/réplication de
I’ADN. Pour résoudre ce probleme, ’ADN est compacté en chromatine par le biais de multiples
étapes de compactions impliquant des ARN (acide ribonucléique) et des protéines (histones et
non histones) (Razin et al., 2007; Kalitsis et al., 2017) (Figure 2.9). On distingue deux types de
chromatine correspondant a des niveaux différents de compaction : I'euchromatine et 1'hétéro-
chromatine. L'euchromatine correspond a une chromatine moins condensée dans laquelle les
genes, plus accessibles, voient leur expression facilitée. L'hétérochromatine correspond a une
chromatine plus dense avec un ADN moins facilement accessible. On différencie deux types
d’hétérochromatine : I’hétérochromatine constitutive qui correspond a des régions qui ne sont
globalement pas exprimées (télomeéres et centromeres par exemple) et I’hétérochromatine facul-
tative qui correspond a des régions qui ne sont pas exprimées mais qui, selon les régulations de
la cellule peuvent étre décompactées pour former de I’euchromatine (Yadav et al., 2018). Lors
de la division cellulaire la compaction de 'ADN augmente encore pour laisser apparaitre lors

de la métaphase la structure en chromosomes de ’ADN.

"Collier de Chromosomes en
ADN Nucléosome perles" Fibre de 30nm Chromosome actif ‘ métaphase ]
\ 1 T \ I \ T N i \ 1
Segments isolés génes activement genes moins pendant l'interphase pendant la division
I L transcrits ! I activement transcrits ! ‘ ! ‘ cellulaire !
ajout d'histones ajout d'hist

ones H1 ajout de protéines ajout de protéines

FiGure 2.9 — Compaction de 'ADN (Source : R. Wheeler).

Chez les eucaryotes, 'ADN est principalement retrouvé dans le noyau (génome nucléaire)
mais également dans les mitochondries et d’autres organelles ainsi que dans des plasmides
(Smith and Keeling, 2015). Dans une cellule, chaque chromosome peut étre présent en un ou
plusieurs exemplaires. Lorsque les chromosomes nucléaires sont présents en un seul exemplaire

dans le noyau on parle de cellules haploides. Lorsque 1’ensemble des chromosomes nucléaires
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sont répétés, on parle de "ploidie" précédé d'un préfixe précisant le nombre de répétitions, ainsi,
une cellule dont le noyau posséde deux copies du lot haploide sera qualifiée de diploide. Lorsque
le nombre de répétitions n’est pas le méme pour les différents chromosomes du lot haploide
on parle d’aneuploidie (Figure 2.10). Les polyploidies issues du croisement de deux individus
de la méme espece sont qualifiées d’autopolyploidies, lorsqu’elles sont issues du croisement de
deux individus d’especes différentes on parle d’allopolyploidie. On note que lorsqu’une cellule
possede plusieurs noyaux comme dans les hyphes siphonnés de Mucor (Morin-Sardin et al.,

2017), le phénotype de la cellule peut étre confondu avec celui d"une cellule polyploide.

Haploide (n) Diploide (2n) Aneuploide Tétraploide (4n)
; : \‘ | :
| | |
W, JYU | ) | SN
! a1

v v v @

Ficure 2.10 — Représentation de différents niveaux de ploidie.

Au sein d'un méme organisme ayant recours a la reproduction sexuée, deux phases de vie
sont observées 1'une diploide issue d'un processus de syngamie (i.e. fusion de deux cellules
haploides), 'autre haploide obtenue a la suite d'un processus de méiose. Comme indiqué plus
tot, chez les Mucor, les cellules sont majoritairement haploides, seules les cellules issues de la

reproduction sexuée générant les zygospores, sont diploides (Morin-Sardin et al., 2017).

Au sein d'une méme espece on peut observer des différences importantes entre les génomes
des individus. Ces différences peuvent étre liées au type sexuel de l'individu, a un niveau de
ploidie différent, a la duplication ou perte de tout ou partie de chromosomes (Zhu et al., 2016;
Wertheimer et al., 2016; Scott et al., 2017) (Exemple de Candida albicans en Figure 2.11). Ainsi, chez
certaines espéces, on peut observer des chromosomes dits "accessoires" qui bien que conservés

a I’échelle de la population peuvent étre perdus chez un individu (Habig et al., 2017).

A plus petite échelle, les séquences varient également d'un individu al’autre : polymorphisme
nucléotidique (single nucleotide polymorphism ou SNPs), insertion et délétion de nucléotides (IN-
DEL), parfois des variations du nombre de copies d’éléments génomiques (géne et élément

répétés notamment) (Zhu et al., 2016).
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Ficure 2.11 — Représentation schématique des mécanismes de changements de ploidie chez Candida

albicans (source : Wertheimer et al. (2016)). Les individus diploides homozygotes au niveau du

locus du type sexuel et qui prennent la forme dite "opaque" peuvent se reproduire sexuellement

pour former des tétraploides. Des tétraploides peuvent également étre générés, en présence de

fluconazole (+FLC), via la formation de triméres. Dans les deux cas, les tétraploides peuvent subir

des ségrégations incomplétes des chromosomes et/ou des réduction de ploidies qui aboutissent a
une diversité genotypique et phénotypique.

2.2.1 FEléments génomiques

Les génomes sont constitués d’'une grande diversité d’éléments aussi bien structuraux que
régulateurs. Les plus étudiés sont les génes codant des protéines mais on retrouve également
des genes non codants (ex : ARN de transfert, ARN ribosomiques, micro ARN, ARN long
non codant etc.), des répétitions (ex : microsatellites, éléments transposables), des reliquats
d’éléments devenus non fonctionnels (ex : pseudogenes), des régions intergéniques etc. Dans le
cadre de ce manuscrit, seuls deux groupes d’éléments génomiques seront abordés : les genes
codant des protéines, et les éléments répétés. En effet, ils représentent les deux classes d’éléments

génomiques majoritairement abordés lors des analyses.
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Les geénes codant des protéines

La synthese de protéine a partir d’'un gene comprend trois étapes majeures chez les euca-

ryotes : la transcription, I'épissage et la traduction (Figure 2.12).

Exon | Exon Exon Exon Exon
ntron Intron Intron Intron )
ADN De<{ERSRERNIRy < D> R < D R < D DA DGR P
l transcription
Exon Exon Exon Exon Exon
Intron Intron Intron Intron
ARN
i épissage
ARNmM iininluiinbnininininlel SR
traduction w \,
Protéine v Y .r\‘
il
77 T
N/
v

Ficure 2.12 — Formation d’une protéine a partir de ’ADN (source : Rotival (2011)).

La transcription permet I'encodage de la séquence d’ADN en ARN (acide ribonucléique).
L’ADN double brin est séparé en ADN simple brin autour du gene puis transcrit dans le sens
5’-3’ par une ARN polymérase pour former un pré-ARN ou ARN primaire. Cet ARN est formé
des quatre bases ribonucléiques AUGC (on peut également rencontrer le nucléotide atypique
inosine (I) (Morita et al., 2013)). Cet ARN primaire est transformé en ARN messager (ARNm) par
épissage. Lors de cette étape, des enzymes retirent des parties non codantes de ’ARN primaire
(les introns). Seules les parties codantes (exons) et les régions de début et de fin de génes (nom-
mées parties 5" non traduite (5’'UTR) et 3’ non traduite (3’'UTR)) sont conservées dans ’ARNm
résultant. Chez les champignons, les caractéristiques des exons différent significativement selon
les espéces (Galagan et al., 2005). Cependant, Ivashchenko et al. (2009) ont identifiés que la
taille moyenne des exons fongiques décroissait avec I’augmentation du nombre d’introns. En
moyenne chez les Basidiomycetes, on retrouve 4-5 introns par génes ; chez les Mucoromycotina
3-4 introns, tandis que chez les Ascomycetes et oomycétes on retrouve 1-2 introns, (Mohanta
and Bae, 2015). Les introns fongiques sont généralement courts avec une moyenne de 80 a 150pb

chez des Ascomycetes (Loftus et al., 2005). On note que certaines espéces tel que Cryptococcus
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neoformans possédent des introns trés courts. Chez cette espece, les introns sont composés de
68pb en moyenne, nombre d’entre eux faisant 35pb. A titre de comparaison chez I’'Homme les
genes ont en moyenne 10 introns, les introns faisant en moyenne 6355pb (Piovesan et al., 2016).
Lorsqu'un gene est composé de plusieurs exons, des cas d’épissages alternatifs peuvent étre
observés : certains exons peuvent étre retirés, des introns conservés, des bordures introns/exons
étre altérées (Figure 2.13) (Galagan et al., 2005). Ces variations d’ARNm, qualifié d’isoformes,

menent a la formation de protéines distinctes a partir d'un méme gene.

A) Exclusion/incdusion d’exon [ /’,/\

B) Site alternatif ¥

C) Site alternatif 5° I /\—

D) Exons mutuellement exclus I

E) Rétention d'intron I

Ficure 2.13 — Les épissages alternatifs (Source : P. Jeanteur).

D’autres modifications post-transcriptionnelles interviennent également comme I’ajout d"une
coiffe au début de 'ARNm et d'une queue polyA (en fin de ’ARNm) qui protégent les ARNm
d’une prompte dégradation. Des modifications plus rares existent comme des mécanismes
d’édition permettant a la cellule de modifier la séquence de '’ARNm apres la transcription. La
séquence polypeptidique qui résulte de la traduction de cet ARNm ne correspond donc pas a
la séquence exacte du gene correspondant. CTARNm est par la suite reconnu et traduit par les
ribosomes qui assurent la synthése de la protéine par lecture successive de triplets de bases
ribonucléiques (les codons) et assemblage progressif d'une chaine d’acides aminés. Chaque
ribosome fixé a 'ARNm va ainsi synthétiser un exemplaire de la protéine codée par le gene. La

encore des modifications peuvent intervenir sur la protéine synthétisée que ce soit juste apres
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sa synthese ou au cours de sa vie dans la cellule (Rotival, 2011). Apres leur synthese, les ARN
sont détruits dans la cellule par un groupe d’enzymes de dégradation. Cette dégradation a lieu
en continu dans la cellule et prend entre quelques minutes et quelques jours selon 'ARN. La
composition de I’ensemble des ARN a un temps donné, aussi appelé transcriptome, peut donc

étre modifiée rapidement (Rotival, 2011).

Chez les champignons, la densité en genes codant des protéines est inversement propor-
tionnelle a la proportion de genes contenant des introns (Ivashchenko et al., 2009). Les génes
peuvent étre trés rapprochés les uns des autres pouvant générer des chevauchement d’'UTR.
Un autre trait marquant des champignons vient de l'organisation des génes impliqués dans la
biosynthese des métabolites secondaires. En effet, chez les Ascomycota et Basidiomycota, ces
genes sont regroupés en cluster métaboliques (Biosynthetic Gene clusters ou BGC) (Lind et al,,
2017). Ces clusters sont défini comme des genes physiquement proches codant les enzymes,
protéines régulatrices et transporteurs nécessaires a la production, au traitement et a I’export

d’un métabolite spécialisé (Medema and Fischbach, 2015) (exemple en Figure 2.15).

Polyketide assembly Chlorination Alkene reduction
GsfA (NR-PKS) Gsfl (flavin-dependent GsfE (NADPH-dependent
O-methylation i o reductase)
GsfB/ GsfC/ GsfD Grisan ring formation Efflux pump
{methyltransferases) GsfF (cytechrome P450) Gsfl

Cl R2K R1 J | gsfA B CDEFG H

Griseofulvin B A
AT, KS AT , PT LACP

Ficure 2.14 — Cluster métabolique (BGC) associé a la synthese de griseofulvine chez Penicillium
aethiopicum. (source (Cacho et al., 2014)).

Cette caractéristique est parfois étendue aux champignons en général (Wisecaver and Rokas,
2015; Slot, 2017) bien que, jusqu’a présent, aucune publication ne retrace la présence de BCG

validés expérimentalement ni chez les Mucoromycota ni chez les Zoopagomycota.
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Les éléments répétés

Les éléments répétés sont des séquences d’ADN retrouvées en de nombreuses copies dans
un méme génome. Certaines, comme les satellites, sont présentes en de longs groupes de motifs
similaires au niveau d"un petit nombre de sites tandis que d’autres, en particulier les éléments

transposables (TE), sont dispersées sur le génome.

I Chromosomal duplications I

Nuclear Genome ﬂ
\ Genes, regulatory and non-

coding single copy sequences

I Whole genome duplication |& |

45S and 5S
rRNA genes

I Repetitive DNA sequences

Other repeated
genes

Structural
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chromosomes

Dispersed repeats:
Transposable Elements

Tandem repeats

Centromeric
repeats

Telomeric
repeats

Class | Class Il
Retrotransposons DNA transposons
amplifying via an copied and
RNA intermediate moved via DNA

Blocks of tandem
repeats at discrete
chromosomal loci

Simple sequence
repeats or
microsatellites

Subtelomeric
repeats

Ficure 2.15 — Diversité des éléments répétés de génomes eucaryotes (source : Biscotti et al. (2015)).

Les éléments répétés peuvent étre largement dispersés sur le génome ou situés au niveau de de

larges régions chromosomiques. Les éléments répétés en tandem sont généralement localisés en
blocs au niveau d’un ou plusieurs sites sur les chromosomes.

Le taux de répétitions présent dans les génomes fongiques a tout d’abord été estimé comme
étant faible : en 2005, Galagan et al. (2005) estimaient le taux de répétition "typique" allant de 3%
a 10% du génome. Cependant, I'augmentation du nombre de génomes fongiques séquencés a
permis de découvrir des especes possédant un taux de répétition bien plus important (ex environ
74% Phytophthora infestans) (Raffaele and Kamoun, 2012; Galagan et al., 2005). La principale
source de répétition correspond aux TE. Les TE sont définis comme étant des segments d’ADN
discrets capables de se déplacer au sein d'un génome hote d’une position chromosomique ou
plasmidique a une autre et qui n’utilisent pas de machinerie moléculaire spécifique qu’ils codent
pour infecter le génome de nouveaux hotes par transfert horizontal (Piégu et al., 2015). Différents
systéemes de classification des familles de TE ont été proposées (pour une revue voir Piégu et al.

(2015)), parmi elles la classification de Wicker (Wicker et al., 2007) utilisée dans le cadre de cette
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étude est basée sur le mécanisme de transposition, la similarité de séquence et la structure des
TE (Figure 2.16). Les TE sont séparés en deux classes principales : les rétrotransposons (classe
I) et les transposons a ADN (classe II). Les transposons a ADN se déplacent par un systéme de
"couper coller". Leurs séquences codent une transposase permettant de catalyser 1’excision du
transposon et son intégration dans une nouvelle région génomique. Les rétrotransposons quant
a eux se déplacent par un systéme de "copier coller". Ils sont la classe la plus abondantes des TEs.
Les séquences sont transcrites puis une transcriptase inverse permet d’obtenir a partir de 'ARN
la séquence correspondante d’ADN qui sera intégrée dans une nouvelle région génomique.
Cing ordres (LTR, DIRS, PLE, LINE, SINE) sont définis pour la classe I et quatre (TIR, Crypton,
Helitron, Maverick) pour la classe II. Chaque ordre est ensuite divisé en une ou plusieurs

superfamilles pour un total de 29 superfamilles.

A cette classification est ajoutée la notion d’autonomie des TE. On entend par élément au-
tonome, un élément dont tous les domaines typiquement nécessaires pour sa transposition
sont présents. Cela n'implique pas que 1’élément soit fonctionnel ni actif (Wicker et al., 2007).
On compte quatre catégories principales d’éléments non autonomes : les LArD (Large retro-
transposon derivative), les MiTE (Miniature inverted-repeat transposable element), les SNACs (small

non-autonomous CACTA) et les TriM (Terminal repeat retrotransposon in miniature).

L'identification des TE est complexe du fait de leur grande diversité aussi bien dans un méme
génome qu’entre génomes différents (Castanera et al., 2016, 2017). Comme pour les genes,
l'identification des TE est dépendante de la qualité et complétude des bases de données (Carr
et al., 2012), celles-ci étant biaisées en faveur des especes modeéles, les TE atypiques seront plus
difficile a identifier (Steinbiss et al., 2009; Quesneville et al., 2005). De plus, les TE accumulent
des mutations au cours du temps, un élément ancien ayant accumulé de nombreuses mutations
sera difficile a identifier. Des réarrangements peuvent également avoir lieu : perte d'une région
interne, insertion d’un autre élément ou autre modification (Flutre et al., 2011; Castanera et al.,
2016). Un TE avec un faible nombre de copies ne pourra pas étre identifié par des méthodes de
novo (par exemple, lors des premiéres études sur le génome du riz, 30% des séquences annotées
comme des genes, étaient des éléments transposables ou des fragments d’éléments transposables
(Bennetzen et al., 2004). Au contraire, des genes présents en de trés nombreuses copies pourront
étre identifiés comme TE potentiels (Bennetzen and Park, 2018). Il faut également noter que

certains génes sont issus de la domestication de protéines de TE® , c’est par exemple le cas

8. Recrutement de protéines d’élément transposable par l'organisme héte pour les utiliser comme protéines
cellulaires.
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Classification Structure TSD Code Occurrence
Order Superfamily
Class | (retrotransposons)
TR Copia —>{GAG AP INT RT_RH_+—> 46 RLC RM,FO
Gypsy —>{GAG AP RT_RH INT 46 RLG PM.FO
Bel-Pao —>{{GAG AP _RT_RH_INT }— 45 RLB M
Retrovirus —>{GAG AP RT RH INT ENV > 46 RLR M
ERV —>{GAG AP RI RH_INT ENV_I—> 45 RLE M
DIRS DIRS »—{GAG AP_RI RH YR = 0 RYD RM,FO
Ngaro — > GAG AP R R R i 0 RYN M.F
VIPER —>-{TGAG AP TR RH R =t 0 RYV 0
PLE Penelope «—p—{  RT__EN > Variable RPP RM,FO
LINE R2 G P — Variable  RIR M
RTE [ APE___RT____ Variable RIT M
Jockey —{GRR H AR R Variable Rl M
L1 ORA_ Variable RIL PM,FO
I g T N Y-S« - B Variable  RIl RM,F
SINE tRNA e Variable RST RM,F
7SL e Variable RSL RM,F
55 - Variable RSS M, O
Class Il (DNA transposons) - Subclass 1
TIR Te1-Mariner »—{ Tase* =< TA D1T RM,FO
hAT —{ Tase* |— 8 DTA PM,FO
Mutator — Ta 911 DTM BM.FO
Merlin »—{ Tase* — 89 DTE M,0
Transib —{ Tase* —= 5 DTR M,F
P »—{ Tase —= 8 DTP M
PiggyBac —{ Tase = TTAA DTB M, O
PIF-Harbinger —{ Taet ORI 3 DTH EM,EO
CACTA o Tase M ORI he— 23 DTC RM.F
Crypton Crypton —— YR - 0 DYC F
Class Il (DNA transposons) - Subclass 2
Helitton  Helitron R P N P 5 0 DHH PM,F
Maverick  Maverick »—{CNT HAP - ~{C M POLB ] s DMEESMED
Structural features
=3 Long terminal repeats ~ W ——a Terminalinverted repeats =—{ = Coding region =—————— Non-coding region
i Diiagniostic feature in non-coding region = = Region that can contain one or more additional ORFs
Protein coding domains
AP, Aspartic proteinase APE, Apurinic endonuclease ATP, Packaging ATPase C-INT, C-integrase CYP, Cysteine protease EN, Endonuclease
ENV, Envelope protein GAG, Capsid protein HEL, Helicase INT, Integrase ORF, Open reading frame of unknown function
POL B, DNA polymerase B RH, RNase H RPA, Replication protein A (found only in plants)  RT, Reverse transcriptase
Tase, Transposase (* with DDE motif) YR, Tyrosine recombinase Y2, YR with YY motif
Species groups
P, Plants M, Metazoans F, Fungi O, Others

Ficure 2.16 — Classification des éléments répétés selon Wicker et al. (2007). La classification est
hiérarchique et classe les éléments répétés en premier lieu sur la base de la présence/absence
d’intermédiaire de transposition sous forme d’ARN.Des sous-classes , des ordres et des familles sont
proposées. La taille du site cible de duplication (TSD) qui est généralement spécifique de chaque
superfamille peut étre utilisé comme un critere de classement. Un code a trois lettres qui décrit
chacun des groupes majeurs et ajouté au nom de la famille apparait dans cette classification, : DIR
(séquence répétée intermédiaire de Dyctiostelium), LINE (longs éléments nucléaires intercalés),
LTR (séquene terminale longue répétée), PLE (éléments transposables de la famille Penelope),
SINE (petit élément nucléaire intercalé)et TIR (répétition en tandem inversée)
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des facteurs de transcription impliqués dans l'utilisation et ’homéostasie du fer Aft1, Res1 et
RCbf1 chez Saccharomyces cerevisiae (Feschotte and Pritham, 2007) ). Du fait de leurs répétitions
au sein d'un génome et de leur capacité de se déplacer, les éléments transposables jouent un

role important dans 1’évolution des génomes (Castanera et al., 2016).

2.2.2 Evolution du génome

L’Evolution est communément définie a I’échelle de la population, par les changements de fré-
quences alléliques au sein de cette population sous l'effet des mutations, de la dérive génétique,
des migrations et de la sélection (Zhang et al., 2018). Les empreintes que 1’'on peut retrouver au
niveau d'un génome sont des mutations ponctuelles, divers réarrangements chromosomiques,
des gains et des pertes de génes qui participent a I’évolution du génome. Lorsqu’on définit le
génome d’une espéce, on définit donc une entité génomique structurée par ces empreintes qui

se retrouvent fixées au sein de la population.

Les mutations ponctuelles

Au cours de la réplication et la réparation de I’ADN, des erreurs peuvent apparaitre par
rapport a la séquence d’origine. Il peut s’agir de mutations ponctuelles comme des substitutions
(SNP), des insertions ou des délétions (INDEL) d"un ou plusieurs nucléotides ou de mutations
chromosomiques (Brown, 2002,chapitre 15). Dans le cadre de séquences transcrites puis traduites
en protéines, on distingue les substitutions non synonymes (qui change 1’acide aminé, dN) des
substitutions synonymes (qui ne change pas 'acide aminé, dS). L'impact de ces mutations, qu’il
soit négatif, positif ou neutre sur I'organisme, dépend du type de mutation et de I'endroit ou
la mutation apparait. L'apparition d’'un INDEL peut entrainer des modifications majeures en
entralnant un changement de cadre de lecture de la protéine. L'accumulation de mutations peut
conduire a la création d'un nouveau domaine fonctionnel ou a l'apparition d"un codon STOP
prématuré. Si la mutation touche une promoteur du gene, 'expression du gene peut en étre

altéré.

Plus la contrainte de conservation de la protéine pour la survie del’'organisme sera importante
plus le nombre de substitutions non synonymes sera faible car celles-ci seront éliminées a
I’échelle de la population par sélection purificatrice. S'intéresser au ratio dN/dS permet d’avoir

une information sur le degré de sélection auquel est soumis 1’élément d’intérét.
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Les mutations chromosomiques

Lors de mutations chromosomiques, des frag-
ments de chromosomes peuvent étre dupliqués,
perdus ou inversés (Figure 2.17). Ces événements
peuvent se dérouler sur un méme chromosome
ou en impliquer plusieurs. Lorsqu’un fragment
de chromosome est déplacé sur un autre chro-
mosome, on parle alors de translocation. Elle est
qualifiée de simple si un chromosome perd un
fragment au profit de l'autre et de réciproque si

deux fragments chromosomiques sont échangés.

Ces réarrangements chromosomiques sont fa-
cilités par la présence de TE. Du fait de leur pré-
sence en de multiple copies avec des séquences
similaires, ils peuvent provoquer une recombi-
naison entre deux parties d’'un méme chromo-
some ou de chromosomes différents. Modifier la
position d'un fragment génomique peut changer
la régulation auquel il est soumis pour s’aligner
avec la régulation du nouvel environnement gé-
nomique dans lequel il se trouve (état de compac-
tion de la chromatine différent, séparation phy-
sique d’éventuels stimulateurs). Autre point d’in-

térét, lors des réarrangements, des génes peuvent
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FiGure 2.17 — Les différents types de mutations

étre coupés en deux et/ou fusionnés avec d’autres genes adjacents or la fusion de genes est le

principal mécanisme permettant I’acquisition de nouveaux domaines ° chez les animaux (Marsh

and Teichmann, 2010). A 'échelle d'un géne, des réarrangements peuvent avoir lieu. Cela peut

étre dii a des recombinaisons ou au déplacement de transposons (lors de leur transposition

certains transposons peuvent transférer un court fragment d’ADN adjacent). Il existe une cor-

rélation significative entre les bordures d’exons et les bordures de domaines, dupliquer un

9. Les domaines sont des régions protéiques, conservées au cours de I’évolution, ayant généralement des proprié-
tés structurales et fonctionnelles qui leur sont propres (Marsh and Teichmann, 2010).
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exon peut donc revenir a dupliquer un domaine fonctionnel, le domaine dupliqué peut alors
évoluer créant une nouvelle fonction. A 1'échelle du génome, un changement du nombre de

chromosomes peut également arriver. On voit ainsi apparaitre des cas d’aneuploidie (I1n et 3n).

Les gains et pertes de genes

L'augmentation du nombre de geénes est majoritairement due a des processus de duplication
de geénes présents dans le génome. Les génes peuvent étre dupliqués via (i) la duplication com-
pléte du génome (whole genome duplication, WGD), (ii) la duplication d’un simple chromosome
ou d'un fragment de chromosome et (iii) la duplication d'un gene isolé ou d'un groupe de
genes. La copie du géne obtenue est alors identique au gene initial. Les deux genes sont qualifiés
d’homologues. Les groupes de genes homologues sont qualifiés de familles de genes; ils ont
généralement des fonctions similaires. Parmi les homologues, on distingue les orthologues des
paralogues. Les orthologues sont des génes présents dans des espéces différentes qui dérivent
d’un méme géne présent dans le dernier ancétre commun des deux especes. Les paralogues
sont des génes qui dérivent d’'un méme gene dupliqué au sein d"une méme espece. On dis-
tingue les in-paralogues des out-paralogues : les in-paralogues sont des paralogues issus d"une
duplication génique qui est apparue apres la spéciation tandis que des out-paralogues seront
issus d'une duplication génique qui est apparue avant la spéciation (et n’appartiennent donc

pas nécessairement a la méme espece) (Figure 2.18).

Gene ancestral "A"

In-paralogues

Duplication du géne

Organisme X
A A’ Organisme Y

Spéciation

i
XA! YA) XA!! Y L)
I

FiGure 2.18 — Représentation de la relation entre paralogues et orthologues.



2.2. Caractéristiques génomiques 37

Apres une duplication, la fonction du géne est assurée par 1'une des copies, des modifications
peuvent donc apparaitre sur l’autre copie sans impacter 'organisme. Les copies peuvent diver-
ger et remplir chacune une partie de la fonction ancestrale (subfonctionnalisation), cela peut
étre aussi bien une séparation de deux fonctions du gene ancestral qu'une activation régulée par
des conditions distinctes. Une des copies peut acquérir une nouvelle fonction (néofonctionnali-
sation), étre perdue suite a des réarrangements chromosomiques (délétion) ou dégénérescence
mutationnelle (pseudogénisation) ou étre conservée sans modifications majeures. Il existe des
cas ou plusieurs copies de génes sont retrouvées identiques, cela s’explique par un mécanisme
de conversion génique qui permet de répandre une mutation avantageuse dune copie dans
la famille de gene : on parle alors d’évolution concertée (Brown, 2002,chapitre 15). Des genes
peuvent également étre acquis a partir d’autres organismes. Ces transferts dits horizontaux
(HGT) peuvent concerner des génes isolés comme des régions entieres. De nouveaux génes
peuvent également étre obtenus a partir des éléments déja présents dans le génome, c’est le
cas lors de la domestication de protéines d’éléments transposables ou, de fagon exceptionnelle,

I'apparition de genes de novo a partir d’ADN non codant.

Les génes peuvent étre perdus par délétion ou perdre leur fonction initiale via un proces-
sus de pseudogénisation. Ces pseudogenes peuvent cependant assurer d’autres fonctions : de
nombreux pseudogenes sont transcrits en ARN et certains d’entre eux jouent un role essentiel
dans la régulation de leur génes homologues, réduisent la concentration cellulaire de miRNA ou
peuvent former des ARN interférents (Tutar, 2012). On distingue deux types de pseudogenes :
les pseudogenes non fonctionnels (unprocessed pseudogenes) et les rétrogenes (processed pseudo-
genes). Les pseudogenes non fonctionnels sont issus d’une pseudogénisation enclenchée suite
a une ou plusieurs mutations non synonymes, INDEL, codons STOP mal placés, changement
de cadre de lecture, insertion d'un TE etc. dans un géne existant. Ce gene peut étre une copie
d’un gene existant (duplicated pseudogenes) ou étre le seul de sa famille (unitary pseudogenes).
Les rétrogenes correspondent a des pseudogenes qui semblent étre des copies ADN d’ARNm
ayant subi une maturation normale. Ces copies s’intégreraient au hasard dans le génome don-
nant des pseudogenes caractérisés par ’absence de promoteurs et d’introns ainsi que par la
présence d'une extension d’acide polyadényliques (Raffaele and Kamoun, 2012). Un résumé des
mécanismes qui modélent la structure des génomes fongiques et leur impact sur 1’adaptation

au milieu est présenté en Figure 2.19.
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Ficure 2.19 - [llustration de traits de vie et mécanismes qui modelent la structure des génomes des
champignons filamenteux pathogénes et leurs conséquences génétiques et fonctionnelles(Source
Raffaele and Kamoun (2012)). Les relations de cause a effets sont représentées par des fleches noires
tandis que les relations d’inhibition sont indiquées en bleu.Certaines relations ont été supprimées
par soucis de clarté. La reproduction, la croissance et les stress induits par I'environnement font
partie des processus menant aux variations génétiques. Elles sont influencées par des traits de vie
tel que la taille de la population, le nombre de descendants, le temps de génération des nouveaux
individus et leurs modes de dispersion. Ces processus induisent, plus ou moins directement, une
palette de mécanismes qui modelent la structure et ’expression du génome ce qui inclut également
les points de mutations d’ADN, les mécanismes de défense tel que les repeat induced point mutation
(RIP), les marques épigénétiques, les recombinaisons, les activités des transposons, les transferts
horizontaux et transferts de chromosomes. Huit types de variations génétiques majeures sont dé-
clenchés par ces mécanismes : (i) les acquisitions de genes ou de chromosomes, (ii) les pertes de
genes ou chromosomes, (iii) les petites insertions et délétions, (iv) les remaniements de domaines
par duplications de segments ou translocations, (v) les variations du nombre de copies des genes,
(vi) les translocations de genes, (vii) les marques épigénétiques et (viii) le polymorphisme de nu-
cléotides isolés. Les forces évolutives vont ensuite moduler la fréquence de ces variations dans la
population par dérive génétique ou selection naturelle. Les conséquences fonctionnelles peuvent
étre classées comme : (i) I'acquisition de nouvelles fonctions par 'acquisition de nouveaux génes,
(ii) la perte de génes et pseudogénisation, (iii) la formation de protéines chimériques menant a
de nouvelles fonctions protéiques, (iv) le changement d’abondance protéique lié a des change-
ments d’expressions, (v) le remplacement d’acides aminés dans les séquences protéiques. Dans de
nombreux cas, ces variations augmentent l'adaptation du pathogéne a son habitat par une aug-
mentation de la virulence. DME, enzymes de méthylation de ’ADN ; DSB, rupture des deux brins
d’ADN ; HME, enzymes de méthylation des histones ;RNAi, ARN interférent.
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Ces mutations apparaissent et sont conservées a des fréquences différentes. On note par
exemple que sur I'apparition d’environ 1000 mutations chez Saccharomyces cerevisiae, identifiées
grace au séquencage du génome de 145 lignées accumulant des mutations (Zhu et al., 2014),
la majorité correspondent a des mutations ponctuelles mais les cas de courtes délétions et

d’aneuploidies ne sont pas rares (Figure 2.20).

CNVs (3) Small Insertions (8)

3n Aneuploidy (29) Small Deletions (18)

In Aneuploidy (2) Double SNMs (3)

SNMs (867)

Ficure 2.20 — Répartition des +£1000 mutations identifiées lors du séquencage de 145 lignées di-

ploides accumulant des mutations de la levure Saccharomyces cerevisiae. SNMs=Différence de nu-

cléotides isolés (single nucleotide mutation) ; CNV= différence du nombre de copies de génes (copy
number variation) (Source Zhu et al. (2014)).

2.2.3 Dynamisme des génomes fongiques

Evolution et adaptation (ensemble de modifications provoquées chez un organisme par
un changement) sont deux notions distinctes mais étroitement liées. En Biologie Evolutive on
utilise le mot adaptation pour parler d"un état nouveau, d"un caractere qui améliore la survie
de l'individu et également celle de la population grace a la reproduction et a la transmission
des caracteres héréditaires et 1’évolution adaptative se définit comme une modification du pool
génétique d"une population au cours du temps liée aux pressions de sélection exercées par son
milieu (Deroy, 2015). C’est notamment cette divergence adaptative qui conduit a la formation

d’une diversité d’especes, aux habitats différents et niches écologiques variées.
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Comme décrit ci-avant lors de la définition du mode de vie fongique, on trouve chez les
champignons une grande diversité de niches écologiques avec notamment des saprobes aussi
bien que des mutualistes obligatoires, symbiotes ou parasites. Il est intéressant de noter que
plusieurs études ont montré qu’en fonction de la niche occupée les génomes portaient des
empreintes de I’adaptation a cette niche. Les travaux de Kohler et al. (2015) ont montré que chez
les champignons symbiotiques ectomycorhiziens les génomes renferment un lot réduit de genes
codant pour des enzymes dégradant les parois cellulaires végétales. Il faut noter que 1’action
de ces enzymes pourraient entrainer une réponse de défense de la plante (Lamb et al., 1989).
De plus ces champignons ectomycorhiziens possedent un grand nombre de genes spécifiques et
induits lors de la mycorhization (Kohler et al., 2015). Chez les champignons qui dégradent le bois,
des familles de genes impliquées dans la dégradation de la cellulose, hémicellulose et lignine
ont été mises en évidence avec une specificité en fonction des substrats dégradés (Ohm et al,,
2014). Chez les pathogenes végétaux, de nombreuses expansions de famille de genes codant
des protéines impliquées dans l'interaction avec 1’hote ont été mises en évidence (Raffaele and
Kamoun, 2012). Tres polymorphes ces familles de genes livrent donc une plasticité importante
et contribuent a 'émergence de nouveaux traits de virulence. Chez les pathogenes, les éléments
transposables associés a des genes de virulence jouent également un réle important (Moller and
Stukenbrock, 2017) tout comme 1’existence de chromosomes accessoires (Bertazzoni et al., 2018)

qui augmentent la plasticité des génomes et la création de nouveaux facteurs de virulence.

Les génomes portent également des empreintes liées a ’adptation a différents habitats. Par
exemple, les champignons aux fructifications hypogées comme les truffes portent au sein de leur
génomes des genes impliquées dans la synthese de composés volatiles pemettant indirectement
leur dissémination par des animaux (Murat et al., 2018), les génomes d’espéces domestiquées se
développant sur fromages comportent des régions transférées horizontalement leur conférant

un avantage sélectif sur ce milieu fromager (Ropars et al., 2015).

Afin d’avoir une indication sur les processus impliqués dans I’évolution des génomes, ces
derniers sont comparés entre eux. Lorsque les especes sont suffisamment proches, on peut cher-
cher a I’échelle génomique les différences responsables du phénotype. Avec une distribution de
2 Mb (Encephalitozoon intestinalis, Microsporidia (Pombert et al., 2013)) a 8Gb (Entomophaga aulicae,
Zoopagomycota) et une médiane de 35Mb (sur 325 champignons éloignés phylogénétiquement
(Stajich, 2017)) la taille des génomes fongiques est relativement réduite par rapport aux autres

eucaryotes (485Mb chez le peuplier Populus trichocarpa, +3 400 Mb chez 'Homme, +17 000 Mb
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chez le blé d’été Triticum aestivum). Ceci a grandement facilité leur séquencage ce qui a contribué
a faire des champignons un modeéle eucaryote. Ainsi, le premier eucaryote dont le génome a été
séquencé fut un champignon : la levure ascomycete Saccharomyces cerevisiae (Goffeau et al., 1996).
Tres vite d’autres génomes fongiques sont venus s’ajouter a celui de la levure modele : des fila-
menteux, ascomycétes comme Neurospora crassa (Galagan et al., 2003) ou basidiomycétes comme
Phanorechaete chrysosporium (Martinez et al., 2004). En 2005, environ 40 génomes de champignons
étaient disponibles (Galagan et al., 2005). Aujourd’hui grace a des projets tels que le "1000 fungal
genomes" plus de 1000 génomes fongiques sont publiquement disponibles. L'accessibilité d"ob-
tention des génomes fongiques associée a cette base de données grandissante permet de réaliser

des études de génomique comparative.

Malgré une apparente similarité morphologique et physiologique, les champignons peuvent
étre extrémement différents a I'échelle des génomes. A titre d’exemple, trois espéces d’ Aspergillus
- A. nidulans, A. fumigatus, et A. oryzae- affichent une distance évolutive comparable a celle
entre les humains et les poissons ' (Galagan et al., 2005). Des changements majeurs tels que
la modification de ploidie et I’aneuploidie sont un moteur majeur d’adaptation de certains
champignons pour s’adapter rapidement aux changements environnementaux (Wertheimer
et al., 2016). C’est le cas de Cryptococcus neoformans normalement retrouvé haploide (1N) ou
diploide (2N) qui change de ploidie allant de 4N a > 64N lors del'infection d’animaux (Todd et al.,
2017). En cas de stress lié aux médicaments antifongiques, des cellules aneuploides présentant
une expansion du nombre de chromosome 1 sont observées (Sionov et al., 2010). Chez Candida
albicans, le manque de nutriments déstabilise les cellules tétraploides ce qui conduit au fil du
temps a la perte de chromosomes chez les cellules filles jusqu’a arriver a un état proche de la
diploidie. Des expériences sur S. cerevisine ont montré que la réduction de ploidie (2N a haploide)
pouvait étre réalisée dans un laps de temps relativement court (+50 générations sachant que le

temps de doublement d"une population de S. cerevisiae peut étre de 2h) (Todd et al., 2017).

La plasticité des génomes fongiques a 1’échelle des chromosomes n’est pas limitée au chan-
gement de ploidie. En effet, certaines especes disposent de chromosomes accessoires. Chez
certaines espéces comme les pathogenes de plantes Fusarium oxysporum, Nectria haematococca,
ou encore Leptosphaeria maculans ces chromosomes accessoires participent a la virulence et a la
spécificité de I'hote. Chez le pathogene du blé Zymoseptoria tritici, 8 des 21 chromosomes sont

accessoires (Habig et al., 2017) soit 12% de la taille du génome (pour l'isolat de référence IPO323).

10. Identité des acides aminés de 68% entre chacune des paires d’Aspergillus sp.
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Ces chromosomes se distinguent des « core » chromosomes par une plus faible densité en géne,

une plus grande proportion de genes uniques et un enrichissement en éléments transposables.

Qu'il s’agisse de chromosomes accessoires ou de core chromosomes, un grand nombre de
variations structurales sont visibles. Ces variations en terme d’évolution de structure sont parti-
culierement frappantes chez de nombreux pathogenes de végétaux pour lesquels le génome est
compartimentalisé entre des régions denses en genes et les régions appauvries en génes mais
enrichies en éléments transposables. Les régions enrichies en répétitions coincident fréquem-
ment avec les ruptures de synténie !, confirmant une évolution plus rapide de ces régions par
rapport au reste du génome. On y retrouve régulierement les genes impliqués dans la virulence

et adaptations a I'hote (Raffaele and Kamoun, 2012).

Les petites inversions, translocations, insertions, délétions et duplications sont courantes
(Galagan et al., 2005; Zhu et al., 2014). Les duplications et translocations en particulier sont
des réponses communes des levures en cours d’évolution (citepDunham2002, Koszul2004 et
contribuent a l’adaptation sur le long terme des génomes fongiques. A titre d’exemple, la
comparaison des génomes de Magnaporthe grisea et N. crassa, des ascomyceétes issus d"un ancétre
commun relativement récent (200 million d’années), a permis de mettre évidence une absence
de synténie et une identité des acides aminés d’environ 47% (en moyenne) entre protéines

homologues (Dean et al., 2005).

Comme ce qui est couramment retrouvé chez les autres eucaryotes, les réarrangements sont
plus fréquents pres des télomeres et sont souvent associés a des éléments répétés (Huynen
et al., 2001; Carlton et al., 2002; Coghlan and Wolfe, 2002; Kellis et al., 2003; Galagan et al.,
2005; Lephart et al., 2005). Les réarrangements étant plus fréquents en régions subtélomériques,
ces régions sont souvent plus riches en genes évoluant rapidement. Ceux ci permettent d’avoir
des indications sur les évolutions récentes de l'organisme et notamment des spécialisations

écologiques qui sont apparues (Cuomo and Birren, 2010).

On retrouve également des marques d’événements de duplication compléte du génome
(whole genome duplication ou WGD) chez la levure suivis de pertes de genes massives. Les
expansions et les contractions de familles de génes peuvent permettre une meilleure adaptation
au milieu. Cependant une augmentation trop importante du nombre de copies d"un géne peut
entrainer l’activation des mécanismes de défense. A titre d’exemple, certaines especes fongiques

disposent d'un mécanisme appelé "repeat induced point mutation" (RIP) par lequel les genes

11. Conservation de l'ordre des éléments génomiques entre deux espéces apparentées.
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dupliqués sont fortement mutés durant la méiose. Chez Neurospora crassa chez qui ce mécanisme

est particulierement fort, peu de génes sont dupliqués (Gladyshev, 2017).

Bien que moins fréquents chez les champignons que chez les bactéries, les HGT peuvent
avoir un impact trés important pour 'adaptation d’une espece a son milieu. L'acquisition par
Pyrenophora triticirepentis du géne de Stagonospora nodorum permettant la production d"une toxine
(ToxA) a permis aux Pyrenophora de se développer surleblé (Friesen et al., 2006). Chez S. cerevisiae,
les genes issus de HGT [ab]ont contribué a d’importantes innovations tels que la capacité de
synthétiser de la biotine, de pouvoir se développer en conditions anaérobie (Fitzpatrick, 2012)
ou encore d’utiliser le sulfate provenant de diverses sources organiques (Hall et al., 2005). Le
transfert d'un cluster complet permettant1’assimilation du nitrate d"un Basidiomycéete a permis a
I’ascomycete Trichoderma reesei de s’affranchir d'un style de vie essentiellement mycoparasitaire
(Slot and Hibbett, 2007). Il existe également plusieurs travaux montrant I'impact de transfert
horizontaux chez les champignons domestiqués et utilisés en agroalimentaire. Par exemple, les
génomes de S. cerevisiae comprennent plusieurs signatures de transfert horizontaux issus de
bactéries ou d’autres levures (Hall et al., 2005; Hall and Dietrich, 2007; Wei et al., 2007). Et dans
le cas des souches utilisées pour la vinification, ces régions transférées integrent plusieurs genes
d’intérét pour 1’élaboration des vins (Novo et al., 2009). Des HGT sont également présents dans
les génomes des Penicillium et plusieurs especes technologiques de Penicillium possedent des
régions transférées incluant des genes livrant un avantage sélectif a ces espéces sur fromage
(Cheeseman et al., 2014; Ropars et al., 2015). Les transferts horizontaux peuvent donc conduire
a un changement de niche écologique ou une meilleure adaptation au milieu dans lesquels ils

se trouvent.
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Encadré 5 : Exemples d’empreintes génomiques et mécanismes associés a une
adaptation.

TasLEAU 2.2 — Exemples d’empreintes génomiques et mécanismes associés permettant
une adaptation de champignons au milieu fromager.

Role Empreinte génomiqe Mécanisme associé taxons Référence
Utilisation du HGT de la région CheesyTer catabolisme du lactose Penicillium spp. Ropars et al., 2015
substrat contenant 37 genes dont optimisé entre autres

lactose permease, beta-
galactosidase

Utilisation du Présence de regions métbolisme du galactose, Saccharomyces Legras et al., 2018
substrat spécifiques (T, X, Z) et flocculation optimisés cerevisiae
duplications
Utilisation du HGT d’un cluster intégrant des métabolisme du galactose S. cerevisiae Legras et al., 2018
substrat génes GAL(régulateurs GAL4 optimisé
et GAL80)
Utilisation du Perte de géne métabolisme du galactose S. cerevisiae Legras et al., 2018
substrat (GAL1, GAL7 et GAL10)
optimisé
Utilisation du Variation du nombre de copies Transport de glucides, S. cerevisiae Legras et al., 2018
substrat de génes synthése de thiamine et
métabolisme du galactose
optimisés
Tolérance a des Capacité lipolyse et protéolyse levures Corbo et al., 2001
basses augmentées
températures
Tolérance a des pH  Activité ou meilleure efficacité Dégradation de 'ATP, levures Praphailong et Fleet 1997
acides ou stabilité transport de protons
Compétitivité HGT de la région Wallaby Régulation de la conidiation  Penicillium Ropars et al., 2015
(~500kb) et activités antimicrobiennes
? Pertes de segments de génes  ? S. cerevisiae Legras et al., 2018
? Pseudogeneisation ? S. cerevisiae Legras et al 2018

2.3 Intérét et méthodes de séquencage

Les champignons possedent une grande faculté d’adaptation. Ils peuvent s’adapter a tous
types d’environnement. Un exemple parmi les plus frappant est possibilité de trouver deux
membres de la méme espece de champignon pouvant vivre sur la terre et dans le monde marin
(van de Veerdonk et al., 2017; Redou et al., 2015). L'aspect phénotypique ne renseignant en rien
sur la capacité des champignons a croitre dans des environnements différents, il est nécessaire
de trouver d’autres techniques permettant de mieux comprendre l'adaptation d’une espece a

son environnement.

Un des éléments des étres vivants qui permet de comprendre les différents modes de vie de

ces organismes est ’ARN. Au centre des molécules du vivant, 'ARN permet de savoir quel géne
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est exprimé a quel moment et surtout sur quel milieu. En effet, le génome porte I'information
génétique mais ce sont les ARNs (codants, non codants, petits, cycliques, ribosomiques, etc.)
qui servent de modeles a la synthése des protéines. Cependant, I’étude de I’ensemble des ARN’s
(transcriptome) a un instant précis, ne permet d’obtenir qu'une information localisée a un temps
et un ensemble de conditions donné. Certains genes, qui potentiellement pourraient répondre
a une adaptation a un environnement ou servir de biomarqueur ne sont de fait pas, ou trop
faiblement, exprimés dans certains temps et/ou conditions données. Par exemple, dans les
conditions standard de laboratoire, certains clusters de génes fongiques ne sont pas exprimés
car le promoteur est trés faiblement ou non activé (Brakhage and Schroeckh, 2011). Nous passons
donc a coté d’'informations essentielles. C’est pour cela que des études génomiques en parallele
semblent nécessaires. Dans le cadre d’études génomiques d’organismes pour lesquelles les
génomes ne sont pas déja disponibles, les transcriptomes sont d’une importance cruciale pour
une bonne prédiction de la structure des genes. Les traitements analytiques de ces deux types

d’études, génomique et transcriptomique, sera donc développées par la suite.

Avant de commencer un projet de séquencage, il convient de réaliser un plan d’expérience. Ce
plan doit prendre en compte la question biologique posée, les particularités de l'organisme, les
informations déja disponibles, le type de matériel biologique a disposition, le type de séquencage

a réaliser et les contraintes des analyses subséquentes.

2.3.1 Extraction du matériel biologique

Etant le matériel initial, le choix de la méthodologie et la qualité de 'extraction du matériel

biologique (ADN ou ARN) aura un impact important sur les analyses subséquentes.

L'ADN

Les points saillant lors de l'extraction de 'ADN pour un séquencgage, sont la pureté de
I'extrait, la quantité de matériel biologique extraite, et 1'intégrité des molécules extraites. Ces

points seront détaillés ci-apres.

Plus I’ADN sera fragmenté plus la reconstruction (assemblage) du génome sera complexe
a réaliser. L'intégrité structurelle de 'ADN est particulierement importante pour un séquen-

cage impliquant de longues séquences (mate pair d’Illumina, PacBio, Oxford Nanopore). TADN
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initial doit étre aussi pur et integre que possible, la présence de composés tels que les polysac-
charides, les protéoglycanes, les protéines ou les métabolites secondaires, extraits avec '’ADN
peut conduire a une baisse d’efficacité des séquenceurs et donc une couverture plus faible

qu’attendue (Dominguez Del Angel et al., 2018).

Le séquengage de multiples individus augmente la variabilité génétique de l'extraction et
conduit a un assemblage plus fragmenté. Si un ensemble d'individus est nécessaire, il conviendra

de les choisir tels que leurs patrimoines génétiques soient le plus proches possible.

Les contaminations biologiques peuvent également poser probleme. Les contaminations
peuvent étre introduites lors de 1’extraction de ’ADN ou étre liées a 1'organisme/tissu utilisé
pour extraire ’ADN (contaminant/symbiote). Ces contaminations peuvent, dans une certaine
mesure, étre partiellement écartées a posteriori. Cependant 'effort de séquencage demandé sera
réparti entre l'organisme d’intérét et la contamination. Ainsi, la profondeur de séquencgage de

I'organisme d’intérét sera donc plus faible qu’attendue.

Certains tissus sont extrémement riches en mitochondries et/ou chloroplastes. LADN de
I'organelle peut alors apparaitre en grande concentration par rapport a ’ADN nucléaire ce qui

implique, la encore, une plus faible profondeur de séquengage de '’ADN nucléaire.

L’ARN

Les points saillant lors de I'extraction de 'ARN pour un séquengage sont les mémes que
pour ’ADN, I'intégrité structurale étant un peu moins critique du fait de la taille restreinte des

transcrits par rapport a la séquence génomique.

Dans le cadre de données d’expression, d’autres éléments entrent en compte pour le séquen-
cage. Le transcriptome est principalement composé de génes non codants (~95% des transcrits),
si seuls les ARNm sont d’intérét pour I'étude une sélection préliminaire des ARN possédant
une queue polyA lors de la création de la librairie permet d’optimiser la proportion de données
informatives pour I'étude. On note que des ARNm peuvent étre perdus lors de ce type de pré-
paration si la queue polyA des transcrits est dégradée ou dans le cas d’autre types de protection

de ’ARN en 3’ (queues poly T des ARN de certains organites par exemple).

L'expression des génes n'est pas uniforme : des genes sont trés faiblement exprimés, les
rendant difficile a détecter sans un effort de séquencage important, tandis que d’autres sont tres

fortement exprimés et représentent une portion importante des ARN en présence. Parmi ces



2.3. Intérét et méthodes de séquengage 47

dernier, on compte notamment les ARN ribosomiques, si un séquengage des ARN totaux est
souhaité (en opposition a la sélection d’ARN avec polyA par exemple), il est donc nécessaire
d’écarter ces transcrits (déplétion des ARNr) pour éviter que la majeure partie du séquencage

soit réalisée sur ces ARNr.

2.3.2 Séquencage

Evolution des coits de séquencage

Cette étape est devenue de plus en plus accessible au cours du temps du fait de la réduction
drastique du temps et des cofits de séquencage (Figure 2.21). A titre d’exemple, entre janvier
2015 et avril 2016 le cotit du séquencage d'un génome Humain (~3Gb) a baissé de 4200% US a
1200% US (www.genome.gov /sequencingcostsdata). En 2018, ce séquencage pouvait étre réalisé
en moins d'une journée avec un cotit d’environ 1000$ (400 euros au meilleur tarif remisé le

25/09/2018 https :/ /www.dantelabs.com/).

Dans le cadre d’analyses basées sur des données d’expression, le cotit global reste important.
En effet, afin de pouvoir exploiter statistiquement les analyses, un minimum de trois réplicats
biologiques devront étre réalisés (20 vous dira un staticien) pour chaque condition testée. Dans
le cas d"une analyse portant sur deux espéces dans deux conditions données, le minimum est

donc de douze séquencages.

Les points principaux influencant le prix du séquengage, correspondent au type de séquen-
cage demandé (e.g. un séquengage de reads long sera bien plus cher qu'un séquengage de reads

courts) et a la profondeur de séquengage.

La baisse de cott globale, 'augmentation de la vitesse de séquencage, et pour certaines
technologies et I'amélioration de la qualité du séquengage s’expliquent par une évolution extré-

mement rapide des technologies.



48 Chapitre 2. Synthése bibliographique

Moore's Law

NI H National Human Genome
Research Institute

genome .gU"."'SE! guencingcosts
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454 (Roche) Solexa 1G Helicos lon Torrent Oxford
pyrosequencing f (lllumina) Helioscope PGM Nanopore
(SBS) (SBS) (5MS) (SBS) Minlon (SMS)

ABI SOLID g.ac'ﬁ.c Qiagen Gene
(SBL) EHL e Reader
SMRT (SMS)

(SBS)

Ficure 2.21 — Evolution du cofit de séquengage du génome humain. Données de septembre 2018

provenant du NHGRI Genome Sequencing Program (GSP) accessible sur : www.genome.gov/

sequencingcostsdata. Date d’introduction commerciale des différents séquenceurs (NGS) . SBS :

séquengage par synthese. SMS : séquencage de molécules uniques. SBL : séquencage par ligation.
Figure adaptée de www.genome.gov/sequencingcostsdata et Mardis (2017).


www.genome.gov/sequencingcostsdata
www.genome.gov/sequencingcostsdata
www.genome.gov/sequencingcostsdata

2.3. Intérét et méthodes de séquengage 49

2.3.3 Les technologies de séquencage

Quelle que soit la méthode, le produit de séquencage d'un génome consiste en un ensemble
de lectures (reads) qui, tel un puzzle géant, doit étre reconstruit pour accéder a I'information
génomique (représentation schématique de cette problématique en figure 2.22).

(a)
Input DNA

Short reads B dm o s o - e dm

Long reads — > <4

Linked reads - - P - ip-u D DGt EDEi)>eE

Optical maps s T . — TR TR S — — Firefidforersrunfieeseremsenss +
Hi-C maps L Ll L M R RS AT S SRS -
(b)

Distance Rome-Paris Football field Autobus Smartphone
(avian genome) (OM, LRC, Hi-C) (long reads) (short reads)
1,100,000,000 bp 150,000 bp 15,000 bp 150 bp

FiGure 2.22 — Représentation schématique de la problématique d’assemblage. (a) Représentation du
résultats des différentes technologies de séquengage disponible sur une séquence d’ADN théorique.
Les reads courts sont pairés, les reads long sont indépendants les uns des autres, les reads liées (linked
reads cloud, LRC) sont des reads courts avec un marqueur unique(astérisque rouge) pour chacune
des molécules fournies. Les cartes optiques (Optical maps, OM) contiennent des distances physiques
entre courts motifs de séquences et les cartes de Hi-C (High Chromosome Contact map) sont des reads
courts représentant des interactions obtenues au travers de la conformation de la chromatine. (b)
Représentation schématique de la taille des données obtenues a partir de ces différents séquencage
(Source : Peona et al. (2018)).
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Encadré 6 : Notions de séquencages mate pair et paired end
Au cours de ce document sera abordé des séquengages qualifiés de "single end", "paired
end" et "mate pair". Lors du séquencage de données en single end, les fragments d’ADN
sont uniquement séquencés a partir d'un coté. Les reads obtenus sont donc tous indé-
pendants les uns des autres. Le terme mate-pair fait référence a une fagon de préparer la
banque génomique (protocole de circularisation de ’ADN) (Caboche and Even, 2012).
Le but est de séquencer deux fragments d’ADN, c’est-a-dire deux reads, séparés par
une distance fixe. Pour ce faire, un fragment d’ADN est circularisé, ainsi les deux ex-
trémités deviennent adjacentes et pourront étre séquencées (Figure 2.23 gauche). Ce
type de banque génomique génére une paire de reads éloignés de plusieurs kb (de 2 a
20kb). Le terme paired end correspond quant a lui a un type de séquengage qui consiste
a séquencer les reads par paires, ces reads étant séparés par une distance connue (taille
du fragment - taille des reads) (Figure 2.23 droite). Ce type de séquencage génere une

paire de reads éloignés de centaines de bp au maximum (< 600bp).

DNA fragment Genomic DNA
| E—
lFragment(ZOO-SOObp)
Biotin incorporated onto ends —
& | E—" 3 Z “ —\

Circularise DNA
lLigaleAdaptors

Y. A2
l Generate Clusters
N
a
S
Fragment DNA and purify out biotinylated sequences S
[ Y = .
‘ Sequence First End
Ligate on primers for amplification and sequencing A2 N
N\
[ o = BBE N
Regenerate Clusters and
SP2 Sequence Paired End
. — N

N

Ficure 2.23 — Réalisation d’une librairie mate pair & gauche (source (Schlebusch

and Illing, 2012)) et séquencage paired end a droite avec la technologie d'Illumina

(source illumina.com). Dans le cadre d'un séquencage dit "mate pair" d’Illumina, un
séquencage paired end est réalisé sur une librairie mate pair de fragments d’ADN.

Lorientation des reads en mate pair et paired end est différente et varie selon la technologie
de séquencage utilisée. Par exemple avec la technologie d'Illumina, I'orientation est

reverse-forward en mate pair et forward-reverse en paired end.


illumina.com
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Lors du séquengage deux stratégies principales coexistent : 1'une consiste a séquencer un tres
grand nombre de petits fragments (c’est le cas des technologies d’'Illumina), I’autre privilégie
la longueur des séquences au détriment de leur nombre (émergence de technologies dites de
troisiéme générations comme celles de Pacific Biosciences ou d’Oxford Nanopore) (Mardis, 2017)
(Figure 2.24). De multiples revues sont disponibles pour expliquer les avantages des différentes
techniques comme les articles de Pillai et al. (2017); Heather and Chain (2016) ou encore Mardis
(2017)

Company Read length Applications Website

454 /Roche 400 bp (single end) Bacterial and viral genomes, multiplex-PCR http://www.454.com/
products, validation of point mutations,
targeted somatic-mutation detection

Illumina 150-300 bp (paired end) Complex genomes (human, mouse and plants)  http://www.illumina.com/
and genome-wide NGS applications, RNA-seq,
hybrid capture or multiplex-PCR products,
somatic-mutation detection, forensics,
noninvasive prenatal testing

ABI SOLiD 75 bp (single end) or 50 bp  Complex genomes (human, mouse, plants) http://www.thermofisher.com/us/
(paired end) and genome-wide NGS applications, RNA-seq,  en/home/life-science/sequencing/
hybrid capture or multiplex-PCR products, next-generation-sequencing/solid-next-
somatic-mutation detection generation-sequencing.html/

Pacific Biosciences ~ Up to 40 kb (single end or ~ Complex genomes (human, mouse and plants),  http://www.pacb.com/

circular consensus) microbiology and infectious-disease genomes,
transcript-fusion detection, methylation
detection
Ion Torrent 200-400 bp (single end) Multiplex-PCR products, microbiology and http://www.thermofisher.com/us/en/
infectious diseases, somatic-mutation home/life-science/sequencing/next-
detection, validation of point mutations generation-sequencing.html/
Oxford Nanopore Variable: depends on library Pathogen surveillance, targeted mutation http://nanoporetech.com/
preparation (1D or 2D reads) detection, metagenomics, bacterial and viral
genomes
Qiagen GeneReader 107 bp (single end) Targeted mutation detection, liquid biopsy in  http://www.genereaderngs.com/

cancer

Ficure 2.24 — Comparaison des plateformes NGS disponibles. (Source : Mardis (2017)).

Quelle que soit la stratégie utilisée, des biais associés a la technique transparaissent qu’ils
s’agissent d’erreurs de séquencage aléatoires ou récurrentes : les technologies d'Illumina tendent
a générer des erreurs provoquées par des répétitions inversées et des séquences GGC (Nakamura
et al., 2011; Schirmer et al., 2015). Les technologies de 454/Roche et Oxford Nanopore tendent
a générer des insertions ou délétions d'une ou plusieurs bases en rencontrant des séquences

homopolymériques (Schirmer et al., 2015; Tyler et al., 2018; Boza et al., 2017).

Dans le cadre d’analyses d’expression, il peut étre important de conserver 1'information de

'orientation des reads lors du séquengage (a titre d’exemple, en cas de mapping sur génome,



52 Chapitre 2. Synthése bibliographique

ce séquengage permettra de déterminer sur quel brin d’ADN provient le read). Ce type de

séquencage est qualifié de "strand specific".

2.4 Analyses bioinformatiques

2.4.1 Vérification de la qualité

Une fois le séquengage réalisé, il est nécessaire d’en vérifier la qualité. Cette qualité est liée
d’une part aux séquences elles mémes (bases ambigiies, score Phred 2, longueur), d’autre part

a leur diversité (sur-représentation de K-mers) et a la présence de contaminations potentielles.

Loutil FastQC (Andrews, 2010) est le plus souvent utilisé par la communauté de bioinfor-
matique pour avoir une vue d’ensemble des données et d’en estimer la qualité (d’autres outils
existent tels que HTSeq-qa (Anders et al., 2015) ou bien Kraken (Davis et al., 2013) pour remplir

des fonctions similaires).

Selon les résultats, une préparation des données peut étre nécessaire, qu’il s’agisse de sup-
primer les bases au score Phred jugé trop faible, des séquences trop courtes, des contaminations
liées a la technique (adaptateurs utilisés lors du séquengage) ou d'un probléme d’isolement
de l'organisme a séquencer. Différents outils sont disponibles pour préparer les données, cer-
tains sont spécialisés (SortMeRNA (Kopylova et al., 2012)) et ont pour objectif de séparer les
reads d’origine ribosomique des autres reads. D’autres sont plus génériques et peuvent remplir
plusieurs taches (Trimmomatic (Bolger et al., 2014), cutadapt (Saeidipour and Bakhshi, 2013)

permettent de filtrer les adaptateurs, les reads au score Phred et taille de séquence trop faible).

2.4.2 Assemblages

Une fois les reads obtenus, une étape dite d’assemblage a pour but de reconstituer la sé-
quence d’origine. Ces assemblages peuvent étre réalisés avec les données de séquencage seuls

(assemblage de novo) ou avec l’aide d’"un génome de référence (genome guided ).

12. Un score Phred est assigné a chaque base. Ce score de qualité correspond a -10*1og10(probabilité de mauvaise
identification de la base). Ainsi, un score Phred de 10 indique une probabilité de 1/10 de mauvaise identification de
la base ou d"une probabilité de 90% qu’elle soit correcte, un score Phred de 20 aura probabilité de 1/100 de mauvaise
identification de la base ou d’une probabilité de 99% qu ?elle soit correcte.
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Assemblages génomiques

Dans le cas d'un génome, 'objectif est généralement de reconstruire les séquences assemblées
les plus longues possibles (1’assemblage le moins fragmenté) avec la plus faible proportion d’er-
reurs d’assemblage. Les séquences assemblées constituées de reads chevauchants sont qualifiées
de contigs. Des informations peuvent étre obtenues sur le positionnement de ces contigs les uns
par rapport aux autres sur la séquence d’origine grace a des séquencages de type mate pair par
exemple. Ces séquences assemblées et constituées de contigs orientés les uns par rapport aux
autres sont qualifiées de scaffolds (Figure 2.25).

Scaffold

.
Contig 1 Contig 2

e - —
- .

s—=  Fragment
dm=  Raac (Known sequence)
—  Roughly known length but not known sequence

Ficure 2.25 — Notions de contigs et scaffolds.

Parmi les sources de fragmentation des assemblages, on compte différentes causes qu’elles
soient liées a la préparation de I’ADN (présenté plus tot) ou intrinséques au génome (Dominguez

Del Angel et al., 2018).

En effet, Des taux de répétitions importants dans le génome, poseront des problémes pour
les assembleurs. En effet, comme 'outil ne peut déterminer I’assemblage correct de cette région,

il arréte simplement d’étendre le contig a leur bord (Chaisson et al., 2015) (Figure 2.26).

L'assemblage final correspond a une reconstruction d'un génome haploide. Lorsque 'on
séquence un individu hétérozygote, les séquences des alleles homologues peuvent étre trop
différentes pour étre assemblées ensemble. Cela peut mener a une augmentation artificielle du
nombre de genes en présence et une fragmentation accrue du génome (Pryszcz and Gabaldon,
2016). Les mémes problémes apparaissent dans les cas de polyploidies oti des séquences tres

proches risquent d’étre fusionnées.
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Ficure 2.26 — Illustration de raisons pour lesquelles les éléments répétés peuvent conduire a des
assemblages erronés (source : Peona et al. (2018)). IR : éléments transposables ou virus endogenes.
TRs : microsatellites en rouge a gauche ou satellite en orange a droite.

Des taux extrémement faibles ou hauts en GC dans une région génomique peuvent causer
des problémes lors de 1’analyse de séquengages de type Illumina ce qui génére une couverture

faible voire absente de ces régions (Chen et al., 2013)

Un assemblage de novo nécessite un effort de séquengage conséquent : une profondeur de
séquencage adaptée et des fragments longs et de bonne qualité sont nécessaires. Un assemblage
avec génome de référence peut étre réalisé avec un séquencage moins onéreux mais nécessite de
disposer d’un assemblage de référence dont la séquence est proche de celle étudiée. Les régions
tres différentes de la séquence de référence et dupliquées peuvent poser probleme. Des pipelines

utilisant les deux méthodes existent (Lischer and Shimizu, 2017).

Pour les assemblages de novo de séquences courtes les algorithmes les plus utilisés sont basés
sur des graphes de de Bruijn (ex : Velvet (Zerbino and Birney, 2008) ou SPADES (Bankevich et al.,
2012) mais d’autres algorithmes comme ceux Overlap Layout Consensus (OLC) sont également
utilisés (ex : Celera (Cherukuri and Janga, 2016). Les graphes de de Bruijn sont basés sur une
approche par K-mer : les reads sont fragmentés en séquences plus courtes (appelés K-mers, avec

"K" représentant ici le nombre de base), 'assembleur réalise des recherches de chevauchement
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de ces K-mer par bloc de K-1 pb ce qui permet d’accéder au chevauchement avec le K-mer suivant

(Khan et al., 2018) (Figure 2.27).

ATGGAAGTCGATGGAAG

ATGGAAG

GATGGAA
ATGGAAG

ATGGAAG [—»| TGGAAGT [ GGAAGTC | GAAGTCG [ AAGTCGA | AGTCGAT }_‘

L,| GTCGATG |—>{ TCGATGG [ CGATGGA | GATGGAA |_‘

Ficure 2.27 — Concept du graphe de de Bruijn.

De nombreux assembleurs existent, certains sont plus adaptés a certains types de données;
SPADES par exemple fonctionne mieux avec des petits génomes ; mais méme a type de données
équivalent un assembleur peut donner de bons résultats pour un organisme donné et de mauvais
pour un autre (Magoc et al., 2013). L'utilisation de multiples assembleurs et le test de plusieurs

parameétres est donc courant dans un projet d’assemblage .

Assemblages transcriptomiques

Dans le cas d’un transcriptome, 1'objectif est de reconstruire les transcrits en présence avec
la plus faible proportion d’erreurs d’assemblage. Différentes contraintes sont rencontrées : les
données de séquengage peuvent ne pas couvrir l'entiereté des ARN (dégradation biologique
des ARN avant séquengage, une profondeur de séquengage insuffisante pour les transcrits
concernés), des ARN peuvent partager des séquences similaires pouvant générer la fusion
artificielle de transcrits lors de leur reconstruction (e.g. domaines fortement conservés dans
deux genes distincts) ou étre considérés comme des isoformes d'un méme genes. En effet, le
nombre d’isoformes peut étre tres important : chez les humains par exemple, plus de 95%
des genes montrent des signes d’épissage alternatif (Pan et al., 2008) avec en moyenne, plus

de cinq isoformes par géne. Un des exemples les plus frappants est le géne DSCAM de la



56 Chapitre 2. Synthése bibliographique

Drosophile pour lequel environ 30000 isoformes alternatif distincts sont décrits (Celotto and
Graveley, 2001). A cela s’ajoute d’autres contraintes techniques comme le chevauchement d"UTR
de génes physiquement proches (fréquent dans les génomes compacts comme ceux de certains
champignons) menant dans les assemblage a des fusions artificielles de transcrits. De méme, la
présence de deux genes sur la méme séquence génomique (1'un sur le brin Watson et I'autre sur

le brin Crick) posera probleme si le séquengage n’a pas été réalisé en "strand specific".

L'assemblage de novo des transcriptomes peut étre réalisé avec une palette de différents outils,
I'un des plus utilisé actuellement étant Trinity (Bankar et al., 2015). Dans le cas de cet assembleur,
fonctionnant grace a un algorithme de graphe de Bruijn, des parametres permettent de tenir
compte des différentes contraintes rencontrées (e.g. parametre "jackard-clip" pour limiter les
fusions de transcrits associés a un chevauchement d’'UTR). Cet outil regroupe les transcrits au
cours leur reconstruction (Kim et al., 2017) en cluster. L'un de ces niveaux de cluster appelé
"geéne" correspond au regroupement des transcrits (nommsés isoformes) prédit comme issu du

méme gene (au sens biologique du terme).

Lorsqu'un génome de référence est disponible, il est possible de mapper les reads sur le
génome puis de reconstruire les transcrits a partir ce mapping. Le mapping des reads doit étre
réalisé par un mapper dédié. En effet, il faut tenir compte de la structure des genes : les données
RNAseq étant obtenues a partir ’ARNm et le mapping réalisé sur un génome, il existe donc des
reads qui sont situés sur les jonctions entre exons, cote a cote sur le mRNA mais pouvant étre
distants sur le génome a cause de la présence d’introns. Des outils ont été développés afin de
tenir compte de cette structure particuliere, les « splicing-aware aligner », tels que STAR (Dobin
and Gingeras, 2015). Les transcrits sont ensuite reconstruit avec des outils d’assemblage des
transcrits, tels que Culfflinks (Trapnell et al., 2010; Roberts et al., 2011) ou StringTie (Pertea et al.,
2015, 2016).

L'approche en genome guided ne nécessite pas une profondeur de séquengage aussi importante
qu'une approche de novo mais est tres sensible a la qualité du génome de référence (les régions
non assemblées du génomes ne pourront pas permettre la prédiction de transcrits, les erreurs
d’assemblage du génome engendreront des erreurs d’assemblage des transcrits). Lapproche de
novo est quant a elle particulierement sensible aux erreurs de séquengage, provoquant la création

de transcrits partiels ou de transcrits chimériques (McGettigan, 2013).

Les outils d’assemblages, de génomes aussi bien que de transcriptomes, sont sujets a des

développements trés fréquents, avec des mises a jour régulieres des outils, de nouvelles versions



2.4. Analyses bioinformatiques 57

d’un outil ou encore de nouveaux outils dans le but d’améliorer les performances autant au

niveau de la qualité des prédictions que des performances en terme de ressources de calcul.

Déterminer la qualité des assemblages

Ne disposant pas de la séquence réelle, estimer la qualité d’un assemblage est un probléme
complexe. Une premiére approche repose sur la taille du génome, le nombre de contigs (ou scaf-
folds) et la taille du N50 2. Ces valeurs informent quant a la continuité de 1’assemblage, on notera
qu’'un assembleur "agressif" peut produire des contigs plus longs au risque de fusionner des ré-
gions dans le mauvais ordre ou une mauvaise orientation (Dominguez Del Angel et al., 2018). Le
pourcentage de fragments séquencés pouvant étre alignés correctement sur le génome permet
d’avoir une information sur 1'éventuelle portion de génome manquante dans 1’assemblage ainsi
que sur la quantité d’erreurs qu’il comporte. Lorsqu'un génome de référence est disponible, le
nombre d’erreurs trouvées entre les deux assemblages et leur proportion de régions potentielle-
ment manquantes peut étre estimé en les comparant (Magoc et al., 2013). Des outils d’évaluation
des assemblages tels que Quast (Gurevich et al., 2013) permettent de comparer des assemblages

et d"aiguiller l'utilisateur pour déterminer quel est le meilleur assemblage.

Un autre critere d’intérét correspond a une estimation de la quantité de génes codants des pro-
téines présentes dans I’assemblage. Le plus utilisé€, BUSCO, (Waterhouse et al., 2018) (développé
enremplacementde CEGMAhttp://www.acgt.me/blog/2015/5/18/goodbye-cegma-hello-busco)
permet de quantifier la présence et 1'intégrité des séquences BUSCO '* (Benchmarking Universal
Single-Copy Orthologs) correspondant a une lignée taxonomique considérée (bactéries, euca-
ryotes, protistes, plantes, champignons etc.). En déterminant si les séquences recherchées sont
completes, dupliquées, fragmentées ou manquantes, cet outil permet d"une part de donner une
indication sur la proportion du génome portant des genes codant des protéines manquantes
ansi que sur la redondance du génome assemblé au travers des séquences dupliquées (Simao

et al., 2015). Le méme outil également étre utilisé pour les transcriptomes.

Malgré les efforts de séquencage et d’assemblage, une partie significative d"un génome peut
rester manquante. A titre d’exemple, parmi les génomes d’oiseaux considérés comme complets,

Peona et al. (2018) ont mis en évidence une différence de 7% a 42% (en moyenne 20 +- 9%)

13. Le N50 est la taille du plus petit contig tel que 50% du génome soit contenu dans les contigs de taille N50 et
plus.

14. Groupe de protéines orthologues supposées systématiquement présente en une seule copie dans la lignée
taxonomique considérée.
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entre la taille estimée des génomes et la taille effective des assemblages lorsqu’un séquencage
standard avec des séquences courtes était utilisé. Cette différence s’'observe également chez les
champignons : en 2018, Hess et al. ont estimé la taille des génomes d’Amanita brunnescens,
Amanita polypyramis et Amanita inopinata a respectivement 262Mb, 144Mb et 29Mb tandis que
la taille des assemblages étaient respectivement de 35Mb, 19Mb et 20Mb. On notera que plus
d’une centaine de régions sont toujours inconnues dans le génome humain (Chaisson et al,,
2015). Ces régions manquantes ne sont pas équitablement réparties dans le génome. Les régions
avec une composition foncierement différente du reste du génome (ex : trés riche en GC) et
régions fortement enrichies en ADN répétés (ex : éléments transposables et ADN satellites) sont
généralement sous-représentées dans les assemblages (Peona et al., 2018). De méme, il a été
identifié que les familles de genes répétées présentes dans les régions subtélomériques étaient

souvent mal assemblées voire manquantes des assemblages (Cuomo and Birren, 2010).

2.4.3 Annotations

Une séquence génomique brute n’a que peu d’intérét pour la plupart des biologistes. L'an-
notation d’un génome consiste a attacher aux séquences génomiques des informations ayant un
sens biologique. De nombreux éléments peuvent étre annotés (miRNA, IncRNA, sites de fixation
des facteurs de transcriptions etc.), cependant la plupart de l’attention est consacrée a 1’anno-
tation des génes codant des protéines. Cet état de fait est expliqué par Dominguez Del Angel
et al. (2018) non pas par un moindre intérét biologique de ces autres éléments génétiques mais
du fait que les approches pour les caractériser sont soit assez directes (par exemple INFERNAL
(Nawrocki, 2014) et tRNAscan-SE (Lowe and Chan, 2016) permettent la détection efficace des
ARNt sans nécessiter un effort important d’adaptation des parameétres utilisés) ou doivent faire
I'objet d’analyses spécialisées (sites de fixation des facteurs de transcriptions, un séquencage

spécifique permet de détecter et annoter les miRNA).

Avant de réaliser I'annotation des genes, il convient de s’intéresser a 'identification des répé-
titions. Cette étape permet par la suite de décider d"une éventuelle occultation de ces régions vis
a vis des outils d’annotations géniques. L'annotation des génes codant des protéines se divise
en deux étapes : I'annotation structurale et I’annotation fonctionnelle. L'annotation structurale
permet de positionner les éléments génétiques sur la séquence génomique. L'annotation fonc-
tionnelle permet d’assigner a chacun de ces éléments sa fonction biochimique potentielle. Dans

le cadre des transcriptomes, la structure génique est prédite lors de I’assemblage. Ainsi, seule la
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partie fonctionnelle, réalisée selon la méme méthodologie que pour les annotations génomiques

est nécessaire.

L’annotation des éléments répétés

Divers outils ont été développés pour détecter et annoter les éléments transposables (TE)
(Flutre et al., 2011; Hoede et al., 2014; El Baidouri et al., 2015; Hoen and Bureau, 2015; Hoen
et al., 2015; Zeng et al., 2018), les plus utilisés combinent de nombreux outils pour fonctionner.
L'un des plus connus est RepeatMasker qui combine cinqg autres outils de recherche (nhmmer,
cross_match, ABBlast/WUBIlast, RMBlast et Decypher) pour rechercher les éléments répétés
des bases de données dédiées Dfam (profile HMM) (Hubley et al., 2016) et Repbase (Bao et al.,
2015). Un autre outil largement utilisé est le package REPET (Flutre et al., 2011). Il est composé
de deux principaux pipelines : TEdenovo et TEannot. TEdenovo permet de détecter de novo
et classifier les TE présents dans un génome, il utilise de nombreux outils et méthodes tels
que LTRharvest, Recon, Grouper, MCL, Map, Piler, ou encore PASTEC (Hoede et al., 2014). On
notera que PASTEC utilise la classification de Wicker (Wicker et al., 2007) pour classer les TE
nouvellement identifiés. Une fois les TE identifiés, cette nouvelle base de données peut étre
utilisée seule et/ou avec d’autres bases de données telle que Repbase par le pipeline TEannot.
Ce pipeline permet de tirer parti de multiples outils et méthodes préexistants tels que Blaster,

CENSOR, RepeatMasker, TRF, Mreps etc. afin de générer une annotation des éléments répétés.

L’annotation structurale des génes

Pour réaliser ’annotation structurale des genes, il existe des méthodes dites intrinseques (ou

ab-initio), d’autres extrinseques et celles qui combinent les deux approches.

Les méthodes ab-initio se basent uniquement sur la séquence en elle-méme. Les outils associés
se basent sur les caractéristiques des séquences géniques propres a chaque groupe d’espéces :
biais d'usage du code génétique, fréquence et taille des introns etc. Pour déterminer ces carac-
téristiques puis établir un modéle de genes, ces logiciels doivent étre entrainés pour I'espece
d’intérét. Certains logiciels comme GeneMark-ES fungal (Ter-Hovhannisyan et al., 2008) ne
nécessitent que la séquence génomique pour réaliser leur entrainement. D’autres, les plus nom-
breux, se basent sur un jeu de génes d’entrainement ou des indices fournis par 'utilisateur. C’est

le cas notamment d’Augustus (Hoff and Stanke, 2013) qui demande un jeu d’au moins 200 genes
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pour créer un modeéle de qualité. Cependant, il est difficile d’obtenir un si grand nombre de

PN

genes avant que 1’annotation ne soit déja a un stade avancé.

Les méthodes extrinseques font appel a la similarité avec d’autres séquences pour prédire
la position des genes. Ces séquences peuvent provenir de bases de données (tel que la base
de protéines non redondante du NCBI, Uniprot ou RefSeq) ou de données expérimentales
comme celle d’expression des genes (RNAseq notamment). Les données associées aux ARN
sont d'un grand intérét car elles fournissent des indications précises sur la structure des genes
(UTR, bordure d’introns, cas de transcrits alternatifs etc.). cependant ces données ne sont pas
accessibles pour tous les génes (les genes ne sont pas tous exprimés, profondeur de séquencage
insuffisante) et certains introns peuvent rester présents a cause d’épissage incomplet. D'un
autre coté, utiliser les données protéiques issues des bases de données publiques nécessite de
mapper ces protéines sur les six cadres de lectures, la question étant de déterminer a quel seuil
considérer qu'un mapping est pertinent : trop stringent et des protéines plus éloignées des bases
de données ne seront pas retrouvées, pas assez stringent et des mapping obtenu ne seront pas

assez spécifiques ou induiront la prédiction de genes qui n’existent pas.

Les approches hybrides consistent a utiliser une combinaison de méthodes in silico et expé-
rimentales. Des outils tels que MAKER (Cantarel et al., 2008) ou EVidenceModeler (Haas et al.,
2008) permettent, a partir des annotations réalisés par des outils de prédictions ab initio et des
annotations issues d’informations expérimentales de générer une annotation consensus la plus

plausible compte tenu des différentes annotations.

Les annotations fonctionnelles des genes

Une fois la structure des genes établie, on peut chercher a identifier la fonction potentielle
de ces derniers. Cette recherche est principalement basée sur la structure protéique prédite au
travers de la recherche de domaines et des motifs protéiques connus, ainsi que la recherche de

correspondances avec des protéines et génes codants déja identifiées dans les bases de données.

Lune des méthodes les plus couramment utilisées est la recherche d'une homologie de
séquence avec d’autres protéines avec des outils tels que le blastp (Altschul et al., 1990) ou
diamond (Mai et al., 2018) contre différentes bases de données. Toutes les bases ne sont pas de
qualité égales, certaines telles que SwissProt/UniProtKB (Consortium 2015) sont de haute qua-
lité car manuellement vérifiées ce qui implique un nombre relativement restreint de protéines

a disposition(~550 000 dans la version d’octobre 2018 (www.uniprot.org)) ainsi qu'une faible
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diversité phylogénétique des especes d’origine de ces séquences. Par contre, d’autres comme la
base de données des protéines non redondantes du NCBI sont de moindre qualité mais plus
exhaustives (~174 000 000 protéines dans la version d’octobre 2018). Ces deux dernieres bases
de données sont généralistes, mais selon les objectifs de I'étude, "utilisation de base de données
spécifiques peut se révéler étre un complément pertinent (par exemple, une base de données est
dédiée aux peptidases (MEROPS) (Baterman et Finn 2018) https://www.ebi.ac.uk/merops/)
Des informations complémentaires peuvent étre obtenues grace a la prédiction de domaines
et la détection de motifs protéiques. Ainsi la prédiction de domaines transmembranaires (avec
tmhmm (Krogh et al., 2001) par exemple), ou de motifs associé a un peptide signal (avec SignalP
(Nielsen, 2017)), TargetP (Emanuelsson et al., 2000) ou encore SecretomeP (Bendtsen et al., 2004))
permet d’avoir une information sur la localisation cellulaire de la protéine et si elle est poten-
tiellement associée a une membrane. La recherche de domaines fonctionnels connus permet
également d’orienter sur la fonction de la protéines. Des bases dédiées telles que PFAM (Finn
etal., 2016) ou PROSITE (Sigrist et al., 2013) permettent de recenser un grand nombre de motifs
qui peuvent étre recherchés sur des clusters de calcul (cas des domaines PFAM avec des outils
tels que hmmscan) ou avec des outils en ligne (cas de PROSITE ou de la recherche de domaines
conservés associée au NCBI (Marchler-Bauer et al., 2017)). D’autres types d’outils sont égale-
ment utilisés pour des recherches spécialisées, par exemple dbCan2 (Zhang et al., 2018) permet
de rechercher et annoter spécifiquement les Carbohydrate active enzymes (CAZymes). PRIAM
(Claudel-Renard et al., 2003) permet de détecter et classer les enzymes selon la classification
numérique de "I’'Enzyme Commission" (EC numbers). Les métabolites secondaires fongiques
peuvent étre recherchés grace a des outils tels que SMURF (Khaldi et al., 2010) ou antiSMASH
(Blin et al., 2017) Il est ensuite possible de rapprocher la fonction prédite des genes aux différents
processus biologiques associés, le but étant d’avoir une vue d’ensemble des voies métaboliques
et processus biologique en présence et d’identifier les génes associés a chacun d’entre eux. Dif-
térents systemes existent, comme Gene Ontology (GO) (Holliday et al., 2017), KEGG (Kanehisa,
2017) ou encore BioCyc (Paley and Karp, 2017) ou MetaCyc (Caspi et al., 2018).
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Les éléments présentés ci-dessus (connaissances sur le genre fongique, éléments génomiques,
séquencage et analyses bioinformatiques) ont été utilisés afin de répondre a l'objectif de ce
projet, a savoir identifier les caractéristiques génomiques des Mucor et des marques d'une
potentielle adaptation au milieu. Ces analyses ont été d’une part été réalisées en comparant
les transcriptomes de cing souches de Mucor et d’autre part en comparant les génomes de dix
souches de Mucor. Les analyses bioinformatiques associées a la comparaisons des génomes et

transcriptomes seront détaillées dans les parties associées.
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Chapitre 3

Approche transcriptomique

3.1 Introduction

Plusieurs centaines d’espéces de Mucor ont été répertoriées (Morin-Sardin et al., 2017). Ces
especes sont principalement ubiquistes mais quelques-unes n‘ont jusqu’a présent été retrou-
vées que dans des milieux spécifiques (par exemple, M. lanceolatus sur des fromages ou M.
endophyticus en tant qu’endophyte du blé) (Morin-Sardin et al., 2017). Leur impact sur les ac-
tivités humaines est ambivalent : certaines sont utilisées en biotechnologie tandis qu'une poi-
gnée d’espéces sont des pathogenes opportunistes ((Schwartze et al., 2014; Prakash et al., 2017;
Morin-Sardin et al., 2017). Le genre Mucor, tout comme les autres genres appartenant aux li-
gnées ayant divergé tres tot dans 1’évolution des champignons est bien moins connu que les
genres appartenant aux Ascomycetes et Basidiomycetes. En particulier, les données génomiques
et transcriptomiques des espéces composant le genre Mucor sont restreintes et les quelques
génomes disponibles ciblent principalement les espéces pathogénes opportunistes comme M.
circinelloides (Tang et al., 2015; Corrochano et al., 2016; Lopez-Fernandez et al., 2018) ou M. indicus
(Chibucos et al., 2016).

Au cours de ce projet a été initié une démarche de génomique comparative intégrant plu-
sieurs especes séquencées pour 'étude : M. fuscus, M. lanceolatus, M. racemosus et M. endophyticus.
Ces especes ont été choisies afin d’étendre le spectre des génomes disponibles en incluant des
espéces qui ne sont pas connues comme pathogenes opportunistes. Afin de produire des anno-
tations de qualité, I’adjonction de données transcriptomiques étaient fortement recommandée
(Dominguez Del Angel etal., 2018). Dans le cadre de cette étude, les transcriptomes de ces quatre
espéces et de la souche référence M. circinelloides CBS 277.49 (Corrochano et al., 2016) ont été
séquencés. Au début du projet, ne disposant pas encore des données génomiques, ces données

transcriptomiques ont été exploitées par elles méme pour mieux définir les caractéristiques du
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transcriptome du genre Mucor et afin de déterminer s’il existait des éléments susceptibles d’in-
diquer une adaptation de certaines especes a leur mode de vie et aux niches occupées avec un

intérét plus particulier pour 1’environnement fromager (Figure 3.1)

M. racemosus

M. circinelloigeg

7 Pathogene
/a\s\o sols L opportuniste

[ Contaminant
[ ] Technologique

Il Endophyte

—— Saprophyte
ou inconnu

Ficure 3.1 — Milieu de vie des espéces étudiées dans 1’analyse transcriptomique.

Dans un premier temps, les transcriptomes obtenus a partir des cinq souches (M. fuscus
UBOCC-A-109160, M. lanceolatus UBOCC-A-109153, M. racemosus UBOCC-A-109155, M. endo-
phyticus CBS 385-95 et M. circinelloides CBS 277.49) ont été reconstruits de novo et annotés (Figure
3.2). Les premiéres étapes de 1'annotation ont consisté a identifier les ARN ribosomiques et
prédire les régions potentiellement codantes des transcrits. Puis, des signatures de domaines
connus ont été recherchées sur les protéines prédites, a savoir les domaines répertoriés par la
base de données PFAM, les domaines transmembranaires, les domaines indiquant la présence
d’un peptide signal. D’autre part, les fonctions potentielles des transcrits ont été identifiées par
recherche d’homologies. Ces fonctions potentielles ont été annotées sous la forme de GO terms
et des annotations complémentaires propres aux enzymes ont été présentées sous la forme d’EC
numbers . Enfin des familles de genes spécifiques, impliquées dans 1'exploitation du fromage, la

virulence, et la synthese de métabolites secondaires ont été manuellement annotées.
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Ficure 3.2 - Pipeline d’assemblage et annotation des transcriptomes.

Afin de définir les caractéristiques du transcriptome du genre Mucor et déterminer s’il existait
des éléments indiquant une potentielle adaptation de certaines de ses espéces a leur mode de
vie, trois approches ont été utilisées. (i) Les annotations fonctionnelles globales (via les GO
terms) et plus spécialisées sur les contenus en enzymes (via les EC numbers ) ont été comparées
entre les cinq espéces (la stratégie de travail est représentée en figure 3.3). (i) A partir des
transcrits de chacun des transcriptomes, des protéines ont été prédites. Ces derniéres ont été
regroupées en familles (appelées orthogroupes) permettant d’accéder aussi bien aux protéines
prédites présentes chez les cinq especes étudiées qu’a celles propres a chacune des espéces.
Cette approche a notamment permis de comparer les groupes de protéines prédites partagées
par les especes ayant des modes de vie similaires et d’étudier les protéines prédites propres a
chacune des espeéces. (iii) Enfin, le contenu en transcrits identifiés dans la littérature comme étant

importants pour 1’adaptation au milieu de vie des espéces a été comparé entre les différentes
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souches.
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Ficure 3.3 — Vue d’ensemble de la stratégie de travail adoptée pour la comparaison des annotations
réalisées dans le cadre de 'analyse des transcriptomes. (L'analyse de chacune des figures sera
détaillée dans la suite du document)

Ces résultats ont été présentés dans le cadre de 'article "Comparative analysis of five Mucor
species transcriptomes" actuellement in press dans Genomics. Des analyses complémentaires a

celles de I'article sont présentés a la suite de celui-ci.
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ABSTRACT

Mucor species belong to the Mucorales order within the Mucoromycota phylum, an early diverging fungal lineage. Although Mucor species are often ubiquitous some
species have been reported to specifically occur in certain ecological niches. In this study, similarities and differences of a representative set of Mucor species with
contrasted lifestyles were investigated at the transcriptome level. Five strains pertaining to five different species were studied, namely M. fuscus and M. lanceolatus,
two species used in cheese production (during ripening), M. racemosus, a recurrent cheese spoiler sometimes described as an opportunistic pathogen, M. circinelloides,
often described as an opportunistic pathogen and M. endophyticus, a plant endophyte. A core transcriptome was delimited and a phylogenetic analysis led to an
altered phylogenetic placement of M. endophyticus compared to previously published topologies. Interestingly, the core transcriptome comprising 5566 orthogroups
included genes potentially involved in secondary metabolism. As expected, given the wide taxonomic range investigated, the five transcriptomes also displayed
specificities that can be, for some of them, linked to the different lifestyles such as differences in the composition of transcripts identified as virulence factors or

carbohydrate transporters.

1. Introduction

Within the filamentous fungi, the Mucor genus belongs to the
Mucorales order within the Mucoromycota phylum, an early diverging
fungal lineage [1]. Mucor species are common and often ubiquitous
[2,3], their fast growing and high sporulating mycelium, consisting of
coenocytic hyphae, are encountered in a large variety of environments,
with the exception of low water activities (a,) substrates. Growth of
several Mucor species has been documented to be limited to relatively
high a,, (> 0.90) [4]. The Mucor genus mainly comprises mesophilic
species but also some thermotolerant and thermophilic species [2],
some of them being animal and human opportunistic pathogens re-
sponsible for mucormycoses [5,6] which are increasingly frequent,
especially in immunocompromised patients [7]. Mucor spp. are mostly
saprobes, with some species being described as plant endophytes [8].

Interestingly, several Mucor species have an obvious biotechnolo-
gical interest, for metabolite production (e.g., biofuels) and bio-
transformations (e.g., terpenoid biotransformations) but also in food
production, especially in fermented Asian and African food but also in
cheese ripening (e.g. Tommes or Saint-Nectaire in France) (for a review,
see [9]). Since Mucor strains used for cheese ripening can be considered
as technological and have been only described so far in cheese, the
question of their potential adaptation to this matrix has been raised [9].

* Corresponding author.
E-mail address: corre@sb-roscoff.fr (C. Erwan).
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An adaptation hypothesis in cheese technological strains was supported
by the results of a recent study that showed that, contrary to other
Mucor strains tested (M. racemosus, M. circinelloides, M. brunneogriseus,
M. spinosus and M. endophyticus), M. lanceolatus and M. fuscus (tech-
nological strains) showed higher optimal growth rates (uop.) on cheese
matrices than on Potato Dextrose Agar (PDA) medium [4]. Moreover,
lag times of the M. endophyticus endophyte strain were strongly ex-
tended on cheese related matrices. The apparent adaptation to the
cheese environment of M. lanceolatus was also confirmed by morpho-
logical observations as well as by a higher ratio of over accumulated
proteins on Cheese agar versus PDA [2].

A recent large effort to generate genome data concerning the early
diverging fungi has helped refine their taxonomy [10] and has shed
new light on Mucor genome evolution and functions such as sensory
perception [11], lipid metabolism [12] or pathogenesis [13]. The life-
style diversity within the genus Mucor offers interesting perspectives to
better understand evolutive adaptation to different life modes, e.g.,
saprobic, pathogenic and even adaptation to anthropogenic conditions.
The present study aimed to provide an overview of the common or
specific patterns of gene expression of five Mucor species with con-
trasting lifestyles, grown in standard fungal culture.
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Table 1
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List of Mucor strains used in the present study, their origin and reported habitats for the corresponding species according to Walther et al. [38]; Hermet et al. [39];

Zheng and Jiang [8].

Species Strain Strain origin Reported habitat Reported role

M. racemosus UBOCC-A- Cheese Cheese, yogurt, walnuts, sausages, grassland soil, decaying Food contaminant, technological in cheese
109155 vegetables, human production, pathogen

M. fuscus UBOCC -A- Cheese Cheese, dung, sediment Technological in cheese production
109160

M. lanceolatus UBOCC-A- Cheese Cheese Technological in cheese production
109153

M. endophyticus  CBS 385-95 Triticum aestivum; Triticum aestivum endophyte None

leaves;
M. circinelloides  CBS 277-49 Unknown Sufu, corn grain, fungi (basidiomycota), human, forest soil, Food contaminant technological in sufu

decaying vegetables

production, pathogen

2. Materials and methods

2.1.1. Mucor strains, culture conditions

Five Mucor strains belonging to different species reported to have
contrasting lifestyles and habitats, namely M. fuscus (MF) and M. lan-
ceolatus (ML) (two species used in cheese ripening), M. racemosus (MR)
(a recurrent cheese spoiler), M. circinelloides (MC) (often classified as an
opportunistic pathogen) and M. endophyticus (ME) (a plant endophyte
species) were used in the present study (Table 1). They were obtained
from the Université de Bretagne Occidentale Culture Collection,
(UBOCC, France; http://www.univ-brest.fr/ubocc) or ordered from the
Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (The Netherlands, http://www.
westerdijkinstitute.nl/). Strains were maintained in the dark at 25 °C on
PDA medium (Difco Laboratories, Detroit, Michigan). Spore suspen-
sions of each strain were produced as previously described by Morin-
Sardin et al. [4]. Concentrations were adjusted to 107 to 108 spor-
esmL ™! prior to storage at —80 °C until use. For RNA extraction, each
fungal strain was grown on PDA solid medium at 25 °C for 7 days. The
whole organism was collected for sequencing.

2.1.2. RNA extraction and sequencing

Total RNA extraction from each strain thallus was performed using
the RNeasy plant mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) following the
manufacturer's instructions. The RNA-seq libraries were prepared from
total RNA wusing the Illumina Ribo-Zero rRNA Removal Kit
(Epicenter,Madison, WI) and converted to cDNA with the TruSeq RNA
Sample Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA) following the man-
ufacturer's instructions. The libraries containing the cDNA from each
sample were sequenced on an Illumina HiSeq 2000 system (Illumina)
with a sequencing configuration for 100 bp paired-end reads.

2.1.3. RNAseq quality check and assembly

Data quality of the sequencing files was checked using the FastQC
software [14]. For each strain, de novo transcriptome was re-
constructed using Trinity (release 2014-07-17; [15]) with the ‘~trim-
momatic —normalize reads —normalize by read set’ options. Weakly
expressed transcripts (isoform percentage < 1 and fragment per kilo-
base of transcript per million mapped reads (FPKM) < 1) were re-
moved from the dataset with the RSEM tool [16] included in the Trinity
package. For each Trinity-predicted “gene” only the most abundant
isoform was conserved in the final dataset.

2.1.4. Transcript annotation

Eukaryotic and prokaryotic ribosomal RNA were screened with
Rnammer (v.1.2; [17]). Transcript open reading frames (ORFs) were
predicted using Transdecoder (r2014-07-04, available at http://
transdecoder.github.io), protein domains were predicted with
HMMER (v.3.1b1, [18]) based on the PFAM-A database [19], trans-
membrane helices were identified with tmhmm (v.2.0, [20]), signal
peptide cleavage sites were predicted with SignalP (v.4.1, [21]). All

predicted transcripts and predicted proteins were identified using re-
spectively BLASTx and BLASTp [22] against Swissprot-Uniprot (r2017-
01-18) and Uniref90 (r201611-02) databases and against the filtered
predicted proteomes of M. circinelloides CBS 277.49 (v2, [11]), Rhizopus
oryzae 99-880 [23] and Phycomyces blackesleeanus NRRL1555 (v2, [11])
available on the Joint Genome Institute (JGI) database (genome.jgi.doe.
gov/). An E-value cut-off of 1e-4 was used for all BLASTp and BLASTx
analysis, only the best match per database and protein was conserved.
Putative functions were assigned to predicted proteins using the Gene
Ontology (GO) database [24] and the Enzyme Commission number (EC)
classification [25]. Predicted proteins were assigned to GO categories
by transferring the annotation of BLAST matches and protein domains.
EC numbers were assigned by profile search with PRIAM (r2015-03-04,
[26]) and transferred from the predicted proteomes BLAST matches.

2.1.5. Transcriptome quality check

In order to assess the quality of the transcriptomes, statistics such as
percentage of realigned reads and N50 were calculated. Transcriptome
completeness in terms of gene content was assessed by searching with
BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs, v2, http://
busco.ezlab.org/, [27]) for the presence/absence of the conserved eu-
karyotic orthologous genes available in the BUSCO software.

2.1.6. Comparative transcriptomics

Significant differences in GO category occurrence among species
were identified with an internal script using the Fisher's exact test
(pvalue < 0.05, available on github). All EC numbers for each species
were mapped onto metabolic networks with iPath2 [28]. When a spe-
cies specific EC number was found, the transcript annotation was
checked manually. All predicted proteomes were compared against
each other based on sequence similarity to identify orthologous pro-
teins using the software Orthofinder v.1.1.2 [29] (E-value le-2, infla-
tion 1.5). Orthologous proteins were clustered according to the re-
ported lifestyle of the producing fungal species. Clusters were then
compared: cheese/non-cheese, pathogen/non-pathogen and core tran-
scriptome/non-endophyte (orthogroups composed of proteins of all
species except ME). GO categories were assigned to orthogroup by
transfer of protein annotation. A single copy of each annotation was
kept to avoid annotation redundancy.

2.1.7. Phylogenomic analysis

Single copy orthologs shared by the five studied Mucor spp. as well
as Rhizopus oryzae strain 99-880 and Phycomyces blackesleeanus strain
NRRL1555 (both later species being considered as outgroups) were kept
for phylogenetic reconstruction.

For each of the 1289 obtained clusters, a multiple alignment was
inferred using PRANK v.170427 [30], run with default settings. Spur-
iously aligned regions were excluded with trimAl v1.4.r15 [31] with a
0.2 gap threshold. Subsequent alignments were concatenated in a su-
permatrix of 727,479 sites. This matrix was used to reconstruct species
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tree by maximum likelihood inference and by Bayesian Monte Carlo
Markov Chain (MCMC) samples. RAXML PTHREADS v. 8.2.9 [32], a
program for Maximum Likelihood based inference, was used with a
partitioned WAG +G model, where each data partition represented a
single input gene family. A bootstrap analysis with 100 replicates under
the same model was performed in RAXML in order to assess branch
support of the tree. Alternatively, the PhyloBayes v3.3 MCMC samplers
[33] was used with a CAT + GTR model and 3 chains.

2.1.8. Investigation of specific gene families

Transcripts involved in secondary metabolism (PKS and NRPS),
sugar transport, aminoacyl degradation (decarboxylases, transaminases
and deaminase), fatty acid degradation (alkaline and acidic lipases) and
virulence (M. circinelloides CBS 277-49 ferroxidases fet3 and ID112092,
Rhizopus delmar fob, FTR1 and cotH) were identified in each tran-
scriptome. PKs and NRPs transcripts were identified using the genes
annotated in the Mucor circinelloides CBS277.49 genome available at the
JGI. Sugar transporters, cotH transcripts and FTRI transcripts were
identified using the corresponding domain profiles: respectively Pfam
ID PF00083, PF08757 and PF03239. Alkaline and acidic lipases and
sequences of genes involved in virulence were collected from the NCBI
database and used to search the Mucor predicted proteomes using
diamond BLASTp [34]. Matching predicted proteins were then used as
queries to search Mucor predicted proteomes to identify predicted
proteins that might have significant sequence variation compared to the
reference sequence. Annotation of each matching sequence was then
checked using the conserved domain search tool available on NCBI
[35].

A gene tree of putative sugar transporters was reconstructed using
similar methodology as presented above. Aspergillus niger putative sugar
transporters and 61 experimentally characterized fungal sugar trans-
porters presented in Peng et al. [36] were appended to the analysis.
Gene tree was displayed using iTOL v3 [37].

3. Availability of supporting data

Sequence data are available in the ArrayExpress database at EMBL-
EBI (www.ebi.ac.uk/arrayexpress) under accession number E-MTAB-
6453. Transcriptomes are available upon request. Internal script al-
lowing the analysis of GO terms can be found on github (https://github.
com/anlebreton/GO_terms_FisherTest.git).

4. Results

4.1. RNA sequencing, transcriptome assembly and annotation
Sequencing of the five Mucor transcriptomes resulted in 25 to 35

million pairs of 101 base paired-end reads (Table 2). Reads were as-

sembled into 16,950 to 21,556 filtered transcripts grouped into 13,655

to 15,554 Trinity “genes”. Except for ML, assemblies correctly

Table 2

Genomics xxx (Xxxx) XxXx—xxx

represented the read sets. Indeed, the percentage of realigned reads was
above 93% for all species except ML which was 70% (73% for the
transcriptome including all isoforms). Except for ME, the average
transcript length was close to 1200 bp for all species. In addition, >
97% of single-copy orthologs were complete reflecting the high-quality
of the assemblies. The assembly of ME was of lower quality as shown by
the N50 of 1292bp, a higher number of predicted genes and the
identification of single-copy orthologs against the BUSCO eukaryotic
database of which 67% were complete, 20% fragmented and 13%
missing. Despite this difference, functional annotation was similar
among species: the number of transcripts with protein prediction varied
from 9383 to 10,808 and among these predicted proteins 61% to 72%
had GO term annotation and 19% to 24% had an EC number assign-
ment (Table 2).

4.2. Functional comparisons

Overall, 1212 different EC numbers were assigned, among them 956
(79%) were shared among all strains (Fig. 1A). We did not identify any
strains-specific pathways (data not shown). Even though a significant
proportion of EC were lacking for ME (7%) compared to the other
strains, all pathways were complete and present in this strain.

Nineteen GO categories were differently represented among strains
(level 2) (Fisher exact, p-value < .05). These categories corresponded to
primary catabolism and anabolism (e.g. “nitrogen compound metabolic
process”), transport (e.g. “carbohydrate transporter activity”) as well as
secondary metabolism (e.g. “pigmentation”) (Fig. 1B).

4.3. Ortholog groups

The predicted proteins were clustered in ortholog groups (or-
thogroups). The core transcriptome of the five Mucor species grown on
PDA medium comprised 5566 orthogroups, whereas 5017 predicted
proteins could not be grouped (singletons) (Fig. 2A).

Based on the obtained single copy orthologs, a phylogenomic tree
was reconstructed. This tree was concordant with the previously pub-
lished results [38] except for the placement of ME which was found
basal compared to the other species in the present study (Fig. 2B).

Some orthogroups were composed of multiple predicted proteins
associated to the same species. The 21 orthogroups consisting of > 10
predicted proteins associated with one species were investigated. Seven
orthogroups corresponded to unknown proteins while 14 could be as-
signed to a putative function (Fig. 2C). Interestingly, two orthogroups
were composed of predicted proteins corresponding to transposons
(0G03 and OG12). In the first orthogroup MF and ML had a higher
number of predicted proteins by fourfold compared to other species
whereas in the second group MF had a higher number of predicted
proteins by at least twofold. In addition, the GO category transposase
activity was overrepresented in MR and MC compared to the other
studied strains. Notably, the number of predicted proteins was found

Overview statistics of Mucor racemosus (MR), Mucor fuscus (MF), Mucor lanceolatus (ML), Mucor endophyticus (ME) and Mucor circinelloides (MC) including tran-

scriptome size, assembly quality and annotation.

species MR MF ML ME MC
Filtered reads (2 x 101 bp) 30,203,513 25,511,572 24,835,844 34,852,641 24,642,543
No. genes* 14,035 14,299 14,041 15,554 13,655
No. transcripts 17,368 20,898 21,556 16,950 19,891
Average transcript length 1205 1231 1209 836 1295
Remapped reads (%) 93.08 95.33 70.93 96.94 93.60
Complete BUSCO genes (%) 99,34 97,36 97,36 67,00 97,69

no. of predicted proteins coding genes* 10,808 9963 9383 10,434 10,194

No. predicted proteins with EC numbers assignment 3134 2886 2801 2727 3085

No. predicted proteins with GO term annotation 10,202 9021 8729 11,280 9506

Gene* refers to cluster of transcripts predicted to be transcribed from the same gene by the assembler Trinity.
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Fig. 1. : Global comparisons of the five transcriptomes functional annotation. (A) The Venn diagram shows the distribution of Enzyme Commission (EC) numbers
assigned across the translated products of the five Mucor transcriptomes. Shaded sections indicate categories with manual curation of the annotation. (B) Comparison
of GO sub-categories (level 2) annotations across the translated products of the five Mucor transcriptomes. (Fisher exact, * p value < 0.05, ** p value < 0.005, *** p
value < 0.0005). bp: biological process, cc: cellular component, mf: molecular function, MR: Mucor racemosus, MF: M. fuscus, ML: M. lanceolatus, ME: M. endophyticus,

MC: M. circinelloides.

higher by at least twofold in MR and MC than in the other strains in an
orthogroup associated with a multidrug resistance gene family. Among
the singletons, predicted proteins with a predicted signal peptide were
specifically investigated in order to identify putative secreted proteins
involved in strain-specific substrate exploitation. However, no pre-
dicted proteins with signal peptide were identified in MF while only a
few sets could be identified in the species representative strains (e.g.
carbohydrate esterase and glycoside hydrolase in MC) (Fig. 2D). At least
48% of the singletons had EC numbers assignation and/or GO term
annotation. Although most of the EC numbers were strains-specific, and
mapping onto metabolic networks did not reveal any strain-specific
pathways.

4.4. Investigation of specific gene families

The expression on PDA medium of (i) different gene families that
could be involved in exploitation of the cheese substrate, (ii) virulence
factors that could play an important role for Mucor opportunistic pa-
thogens (iii) sugar transporters that may vary depending on the fungus
lifestyle, and (iv) PKS and NRPS that are important for secondary me-
tabolite production were analyzed in more detail.

MF and ML, two technological strains used for cheese ripening, did
not harbor, cultivated on PDA medium, a richer repertoire of transcripts
corresponding to genes potentially involved in the exploitation of the
cheese substrate such as lactate permease and dehydrogenase and in
aroma production through lipolysis and aminoacyl degradation such as
lipases, decarboxylases and aminases. Indeed, unexpectedly more of
these genes were transcripted in MC and MR.

Among the virulence factors identified in this study, three categories
harbor different number of transcripts among strains: spore coat protein
homologs (cotH), high affinity iron permease FTR1 and iron transport
multicopper ferroxidase fet3 homologs.

The number of cotH transcripts detected was two time higher in MC
and MR than in ML and MF transcriptomes (Table 3). A previously
described motif involved in the invasin function of cotH was identified
in three Rhizopus delmar cotH genes: cotH2, cotH3 and the cotH
RO3G_15938. One homolog to cotH2/cotH3 was found in each Mucor
transcriptome and one homolog of RO3G 15938 was found in MC, MR
and ME.

MC and MR clearly showed a higher number of transcripts identified
as sugar transporters (STs) than the other strains. However, only half of
these transcripts were clustered with experimentally characterized
fungal transporters (Fig. 3). Three clusters of transcripts were ex-
panded, all three in MR and MC compared to the other Mucor strains:
Unknown STs group 3, D_galacturonic, quinic acid STs and Glucose,
pentose STs.

Among secondary metabolism transcripts, two fragments of non-
ribosomal peptides (NRPs) were identified in ME and two fragments of
PKs/FAS were found in MC and MR. In both cases when fragments were
concatenated, they formed a complete sequence. If we considered them
as one gene, one NRPS and one PKS/FAS was found in all tran-
scriptomes.

5. Discussion

The transcriptomes of five Mucor strains pertaining to five species
within a broad phylogenetic range and reported to have different life-
styles were investigated in order to shed new light on Mucor gene ex-
pression on a standard medium and get information on specificities that
could be linked to specific lifestyles within the Mucor genus. Indeed,
Mucor lanceolatus (ML) and Mucor fuscus (MF) that form a clade within
the tree reconstructed using 1289 orthogroups composed of single copy
orthologs, were encountered in cheeses [39] and were reported to have
an optimal growth on cheese [4] whereas Mucor endophyticus (ME),
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Fig. 2. (A) Distribution of orthogroups among strains. Hereafter, predicted proteins that could not be grouped are referred as singletons. (B) Phylogenetic species tree
and reported lifestyle of the five studied Mucor species: M. racemosus (MR), M. fuscus (MF), M. lanceolatus (ML), M. endophyticus (ME) and M. circinelloides (MC).
Branch length represents the substitution per site, numbers on node represent the bootstrap support. (C) The heat map represents orthogroups composed of > 10
proteins for at least one strain. For each orthogroup, the number of predicted proteins of each strain is represented by a colour gradient going from blue (no predicted
protein) to red (> 20 predicted proteins). Only orthogroups with putative function assignment are displayed. (D) The table lists the function of singletons with signal
peptides found in the five transcriptomes. Stars (*) indicate partial predicted proteins. Predicted proteins of unknown function are not shown. (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Table 3

Number of predicted proteins, potentially involved in adaptation to different lifestyles, across the translated products of the five Mucor transcriptomes. Mucor
racemosus (MR), Mucor fuscus (MF), Mucor lanceolatus (ML), Mucor endophyticus (ME) and Mucor circinelloides (MC).

Target Gene name References MC MR MF ML ME
Cheese exploitation Lactate permease 2 3 2 2 2
Lactate dehydrogenase 2 2 1 1 1
Alkaline lipase [57-59] 3 1 4 2 0
Acidic lipase 3 2 1 1 1
Decarboxylase 21 25 19 22 22
Transaminase 26 27 25 23 26
Deaminase 21 20 16 16 21
Virulence factors cotH2, cotH3 [13,55] 1 1 1 1 1
RO3G_15938 1 1 0 0 1
all cotH 16 17 7 8 11
ID112092 Mucor circinelloides [60] 1 1 1 1 1
fobl (RO3G_11000), fob2 (RO3G_11000) [52,53] 1 1 1 1 1
FTR1 (RO3G_03470) 1 1 1 1 2
fet3a [51] 0 0 0 0 1
fet3b 1 1 1 1 0
fet3c 1 1 1 1 0
Substrat exploitation Sugar transporter 47 39 29 25 25
secondary metabolism NRPs [31 1 1 1 1 2 fragments
PKs/FAS 2 fragments 2 fragments 1 1 1

basal to the other species was only described as a wheat leaf endophyte
[8]. Mucor circinelloides (MC) and Mucor racemosus (MR) forming a
sister clade to the ML/MF clade are possibly more ubiquitous, MR being
known as a recurrent cheese spoiler and MC as an opportunistic pa-
thogen [9]. It is however worth to note that the two latter species in-
clude different forms which might display different ecological beha-
viors.

Some common traits were observed among the five transcriptomes.

Global comparison of transcriptome functional annotations in these five
species did not reveal noticeable differences among them in terms of
enzyme composition nor putative secreted proteins in the medium
suggesting that the sets of enzymes mobilized by Mucor species to grow
on PDA medium were similar among the five species with no lost/al-
tered nor gained pathways despite the different lifestyles and habitats
reported for these species. Besides functions related to basal metabo-
lism we noticed interesting traits among the core transcriptome. It is
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noteworthy that repeated elements seemed still active in Mucor gen-
omes as shown by the orthogroups OG03 and OG12 that were identified
as transposons and expressed in the five Mucor species, as well as GO
term transposase activity that was differentially represented among
species with more expressed genes related to this GO term found in MC

which is a thermophilic opportunistic pathogen [38]. It is also worth to
note that GO categories related to known factors associated to inter-
actions with other organisms were found: “movement in the environ-
ment of other organism involved in symbiotic interaction”, “multi-or-
ganism metabolic process”, “host cell part and other organism
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membrane”. This raises the possibility that bacterial endosymbionts
occur in these studied Mucor strains especially in the MF and ML strains
where the above categories were overrepresented compared to the
other strains studied. This has previously been shown in Rhizopus mi-
crosporus, another Mucorales, which harbors endosymbiotic bacteria
[40,41].

Since secondary metabolites can provide a significant advantage for
survival in a given ecological niche [42] and might vary depending on
the fungus lifestyle, our study investigated transcripts corresponding to
PKS and NRPS. Indeed, PKs and non-ribosomal peptides (NRPs) are
involved in the majority of secondary metabolite biosynthesis (usually
40% and 15% respectively). Despite the different lifestyles reported for
the five species studied here, no differences were found among the
transcriptomes obtained from cultures on PDA medium. One transcript
of NRPS was systematically found as well as one transcript corre-
sponding to a gene annotated as a PKS I in the M. circinelloides genome
[11] but which, as noticed by Voigt et al. [3], has the typical structure
and domain order of a Fatty Acid Synthase (FAS) alpha subunit. FAS
and PKS I share a common evolutionary history [43] and many
homologies/similarities, such as the chemistry of catalyzed reactions (a
sequence of simple unit condensation resulting in the synthesis of a
molecule of higher molecular weight), or their enzymatic activity
characteristics (condensation and modification of fatty acids or poly-
ketides). Further studies are needed to determine to which production
the NRPS could be associated. Mucor species are known to produce
secondary metabolites such as pigments and terpenoids [3] and has
been sometimes suspected to produce harmful toxins [44] but little
information has already been obtained concerning production of other
secondary metabolites in the Mucor genus.

This study did not demonstrate specificities linked to species en-
countered in cheese and that can be considered as technological species
(ML and MF).

The more ubiquitous species MC and MR, which have been isolated
from clinical environments [13] especially in the case of MC which is a
thermotolerant species [9] involved in mucormycoses [9,45] had
transcriptomes with an over-representation of “intrinsic component of
membrane”, “carbohydrate transporter activity”, “xenobiotic trans-
porter activity”, “oxidoreductase activity” and “transcription factor
activity” on the standard PDA medium. Among carbohydrate trans-
porters, three sugar transporter families were expanded in MR and MC
transcriptomes, corresponding to D-galacturonic and quinic acid STs,
glucose and pentose STs and an unknown STs group 3. D-Galacturonic
acid is the main component of pectin which is an important plant cell-
wall polysaccharide. Since pectin is most abundant in the primary cell
walls of soft and growing tissues, fruits and vegetables are particularly
pectin-rich [46]. Quinic acid can also be extracted from plants sources.
Possessing more diverse sugar transporters of this type may be an asset
to a plant pathogenic lifestyle. The unknown STs group 3 was rare in
ME (the endophyte species) transcriptome while it was expanded in MR
and MC. Determining the substrate(s) of this transporter family might
contribute to our understanding of how MR and MC are more ubiquist.
The GO category xenobiotic transporter activity was over-represented
in MR and MC. Furthermore, the orthogroup OG27 associated to a
multidrug resistance gene family was also mainly composed of MC and
MR transcripts. These genes might contribute to a better resistance to
xenobiotics, including drugs, which could facilitate opportunistic in-
fections of these two species which are known to be animal/human
pathogens [5,38] and might contribute to the known problem with drug
treatments against mucormycosis since pathogenic Mucor species are
resistant to many classical antifungal products [47-50].

Among the strains studied in this work, the two strains reported as
potential opportunistic human pathogens presented expression of all
virulence factors checked whereas at least one of them was not detected
in the technological and the endophytic transcriptomes.

Indeed, the MC ferroxidases fet3b and fet3c were absent from ME
transcriptome. These genes along with fet3a, are overexpressed during

Genomics xxx (Xxxx) XxXx—xxx

infection in a mouse model for mucormycosis [51]. fet3a is specifically
expressed during yeast growth under anaerobic conditions, whereas
fet3b and fet3c are specifically expressed in mycelium during aerobic
growth, fet3c being required for virulence during in vivo infections.
FTR1, another gene involved in iron uptake and linked to virulence
showed a different distribution among Mucor species. Two FTR1 tran-
scripts were detected in ME where only one was found in other species,
ME display a higher pathogenic susceptibility concerning this aspect. In
R. oryzae the reduction of FTR1 copy number by gene disruption re-
duces the virulence of the fungus in animal models of mucormycosis
[52,53]. The most important differences regarding the virulence factor
transcripts were observed for spore coat protein homologs (cotH).
During Human cell invasion by Mucorales, cotH genes allow the fungi to
bind to glucose-regulated protein 78 (GRP78) which act as endothelial
cell receptor [54], the cotH gene copy number of the species being
correlated with its clinical prevalence [13]. Our results concur with this
hypothesis as the number of cotH transcripts detected was two time
higher in the transcriptomes of potentially pathogenic strains than in
cheese technological strains. It is worth noting that cotH genes does not
have the same impact on virulence. Indeed, Rhizopus delmar cotH3 has
higher affinity to GRP78 than cotH1 leading to a reduce impact of
cotH1 in virulence [55]. A motif corresponding to a surface-exposed
region against which a therapeutic antibody has been raised was pre-
viously proposed [13]. Searching for cotH transcripts containing this
motif allowed the identification of cotH2 and cotH3 known to be im-
portant for virulence [55] and the cotH RO3G_15938 in Rhizopus delmar
genes. According to this study the duplication of the ancestral gene
leading to cotH2 and cotH3 happened after the separation of Rhizopus
and Mucor clades. Each of the Mucor species used in this study ex-
pressed one ortholog of cotH2/cotH3 gene. However, the ortholog of
cotH RO3G_15938, that might be an asset for a pathogenic lifestyle,
lacked in transcriptomes of MF/ML, the species used for cheese ri-
pening.

6. Conclusion

The transcripts obtained from five different Mucor spp. cultivated on
PDA allowed us to describe the predicted core proteome of a re-
presentative set of Mucor species with contrasting lifestyles. This ana-
lysis provided insight into Mucor characteristics by highlighting the
presence of NRPS which imply a potential of Mucor for the production
of secondary metabolites including pigments, siderophores, toxins [56].
It also provided hints as to how Mucor may adapt to different lifestyles,
for example through expression of a larger set of sugar transporters and
a comprehensive array of virulence factors in species that inhabit in
multiple environments. On the other hand, species that are associated
with cheese did not appear to have over-representation of set of tran-
scripts involved in cheese media usage. Further studies using media
mimicking cheese and animal and plant media might highlight more
differences in transcripts expression associated to Mucor adaptation to a
lifestyle.
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Des analyses complémentaires a celles de I'article ont été réalisées et sont présentées dans les

parties suivantes :

Partie 3.3 : Un point de méthodologie complémentaire concernant la comparaison des GO
terms sera abordée. En effet, dans ’article est uniquement indiqué qu'un script interne a
été utilisé pour ces comparaisons, cette partie a pour objet d’expliquer les défis liés a la

comparaison des GO terms et présenter les choix réalisés lors de la conception de ce script.

Partie 3.4 : Dans l'article a été évoqué la possibilité que des bactéries endosymbiotes soient
présentes dans les souches de Mucor étudiées, or au cours de l'étude des transcrip-
tomes, la vérification de la qualité des données RNAseq de M. endophyticus indiquait la
présence d'une contamination ou d’un autre type de biais d’échantillonnage. Les ana-
lyses présentées en informations complémentaires retracent les recherches liées a ce biais

d’échantillonnage.

Partie 3.5 : Lors de la comparaison des transcriptomes, un axe de recherche portait sur la
comparaison des enzymes prédites. Dans l’article, cet axe n’a pas été développé, le détail

des recherches associées est présenté dans cette section.

Partie 3.6 : De méme, les protéines prédites propres a chacune des especes ont été décrites et
des comparaisons des protéines prédites partagées uniquement par les especes au méme
mode de vie ont été réalisées. Uniquement évoquées dans l'article ces analyses seront

présentées dans cette partie.

3.3 Meéthodologie supplémentaire : comparaison des GO terms

Comme indiqué dans l'article "Comparative analysis of five Mucor species transcriptomes” (3.2),
les différences significatives d’occurrences de catégories GO entre espéces ont été identifiées
grace a l'utilisation d"un script basé sur l'application d"un test de Fischer. Le contenu de ce script

est explicité ci-apres.

Le projet Gene Ontology est destiné a structurer la description des genes et produits géniques.
Ceci est réalisé grace a un vocabulaire controlé : des propriétés/descriptions/concepts (GO
terms) et des relations entre ces concepts (est/régule/etc.). Une représentation de la structure
obtenue correspond a un graphe orienté acyclique. Trois principaux domaines sont représentés :
Biological Process, Molecular Function et Cellular Component. A gauche dans la figure 3.4 sont

présentés les éléments qui relient le GO associé a apoptotic process a la racine du graphe Biological
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Process, ces éléments sont également appelés ancétre du GO associé a apoptotic process ; plus on

se rapproche de la racine du graphe, moins les termes sont précis.

. . Isa
biological biological
process Part of process
.—)'
—T— L, p—
Regulates

cellular single-arganis . biological
process m process Positively regulates regulgtion
e — A Negatively regulates}_ B A
single-organis Oceurs in regulation of
m cellular A e biological

Process

Capable of quality
. N Sl > A

Capable of part of
; immune
cell death horr:_g:;:tsa;tm system
P process
A P~
programmed homeostasis of
cell death number of cells

QuickGO - hitp:/ fvwan.ebi.ac ukf/ QuickG0 QuickGD - hitp:/ fwseerebiac ulf QuickGo

Ficure 3.4 — Eléments qui relient la racine du graphe Biological Process a, a gauche apoptotic process,
a droite leukocyte homeostasis

Al échelle d'un transcriptome, le nombre de GO terms différents était trés important (presque
10000 pour M. racemosus), il était donc impossible d’avoir une vue d’ensemble pour les cinq es-
péces en les conservant tous. La précision de chaque GO term a donc été diminuée en remplagant
chacun des termes par un de ses ancétres (ex. cell death en lieu et place d’apoptotic process (Figure
3.4)). Lancétre est choisi a une profondeur fixe dans le graphe en partant de la racine, la pro-
fondeur pouvant étre déterminée comme étant le nombre de relations nécessaire pour passer
d’un GO a un autre. Plusieurs "chemins" de relations sont souvent possibles ce qui fait qu'un
GO peut avoir plusieurs ancétres a une méme profondeur (ex : cellular process et single-organism
process sont a 1 relation de Biological Process et tous deux sont des ancétres de apoptotic process).
De méme, & une méme profondeur, la précision du terme peut étre tres différente du point
de vue biologique, par exemple & deux relations de Biological Process, on peut trouver leukocyte

homeostasis et single organism process (Figure 3.4).

Les outils existants ne permettaient pas de visualiser graphiquement 1’'occurence de groupes
de GO terms pour cinqg especes sans apport d’informations de type expression des transcrits ni

réplicats pour les analyses statistiques (Tableau 3.1).

Un script personnel a donc été réalisé permettant de retrouver I'ancétre de chaque GO term



3.3. Meéthodologie supplémentaire : comparaison des GO terms

79

TaBLEAU 3.1 — Examples d’outils permettant de traiter les GO terms (avril 2017).

] Outil \ Acces \ Type \ Commentaire

WEGO | wego.genomics.org.cn web Maximum 3 especes;
base de donnée GO datant de 2009.

DAVID | david.ncifcrf.gov web Ne prends pas les GO terms tel quel mais
des identifiants d’espéces de référence

REVIGO | revigo.irb.hr web Ne permet pas de comparer les espéeces
entre elles

Enigma | bioinformatics.psb.ugent.be| web S’intéresse d’abord I’expression des trans-
crits puis incorpore les GO terms

topGO | package bioconductor R package Nécessite un score associé aux transcrits
(suite & une analyse d’expression différen-
tielle par exemple); réalise une analyse
d’enrichissement

GOstat | package bioconductor R package Groupe de fonctions permettant de ma-
nipuler les GO terms; base pour d’autres
outils

FatiGO | fatigoplus.org web/ Comparaison de deux listes d’éléments

babelomics.org Babelomics maximum.
environnement

a une profondeur donnée puis de compter le nombre de fois ou cet ancétre était retrouvé. Pour

ce script, différents choix ont été faits :

— Tous les GO terms a la profondeur donnée sont pris en compte (pas de vérification qu'un

chemin plus long puisse permettre d’accéder a la racine comme le cas de leukocyte homeo-

stasis en Figure 3.4).

— Si deux ancétres sont a la profondeur demandée pour un méme GO term, les deux

ancétres sont comptés.

— Pour un méme transcrit, si plusieurs GO terms ont le méme ancétre, cet ancétre, est compté

une fois par transcrit.

A l'échelle des catégories principales (Biological Process, Molecular Function et Cellular Com-

ponent) des différences importantes du nombre de GO terms associés a chaque espéce étaient

visibles (Figure 3.5), la référence pour chacun des tests ne pouvait donc pas étre une moyenne

du nombre de GO terms obtenu pour les cinq especes.

Un test de Fisher exact a été choisi pour tester '’hypotheése HO : pas de différences de pro-

portion entre la distribution des GO chez les espéces a 1’échelle d"une catégorie principale (ex.

Molecular Function) et la sous-catégorie observée qui appartient a cette catégorie principale (ex :

oxydoreductase activity). Lhypothése nulle était rejetée si la p-value était inférieure a 0.05. Le test
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Ficure 3.5 — Répartition du nombre de GO terms des trois principales catégories chez les especes
étudiées.
de Fisher exact a été préféré au Khi2 car ce dernier était inadapté lors de comptages théoriques
inférieurs a 5, cas fréquement rencontré lors de la comparaison des annotations GO des protéines

propres a chacune des espéces (Tableau 3.2).

TaBLEAU 3.2 — Proportion de GO terms pour lesquels le Khi2 est applicable. Profondeur 3 relations.
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Categoriede GOterms 2 28 22 28 58 &8
Biological Process 513 55 4 458 62 15
Cellular Component 343 23 3 320 23 7
Molecular Function 219 @ 22 4 197 38 11
Toute catégories 1075 100 11 975 123 = 33

Aucune correction associée aux tests multiples n'a été réalisée car le trés grand nombre de
tests aurait rendu l'obtention des différences significatives impossible du fait de la stringence du

test.

Ce script a été utilisé pour les comparaisons de GO terms de la publication sur les transcrip-
tomes et a été déposé sur github (https://github.com/anlebreton/GO_terms_FisherTest.

git) afin d’étre accessible a la communauté.
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3.4 Recherche de l'origine du biais d’échantillonage des données
RNAseq de M. endophyticus

3.4.1 Introduction

L'analyse de la qualité des données de séquencage est une étape préliminaire indispensable
a toute analyse RNAseq, en particulier la distribution des reads en fonction de leurs pourcentage

en GC est un critére important de controle qualité (Figure 3.6).

. Readsfastq Check cohergnce
Sequencmg lllumina Hiseq among species

PE 2*101bp
Fastqc
/Quality check

1
1
1
’ Transcriptome.fa ‘ 1
1
1
1

Trinit,
v

]
1
Assembly |
1
: I RSEM keep only isopc > 1, FPKM > 1

Ficure 3.6 — Premiéres étapes du pipeline d’assemblage et annotation des transcriptomes.

Chez M. endophyticus, cette distribution s’est révélée trimodale (Figure 3.7) or lorsque 1'on
s’intéresse au génome ou transcriptome d’une seule espece, cette distribution est généralement
normale (ou bimodale chez les graminées (Clément et al., 2015)). Ce type de profil peut indiquer

la présence d'une contamination ou un biais d’échantillonnage (Andrews, 2010).

GC distribution over all sequences GC distribution over all sequences

GC count per read GC count per read
1800000 Theoretical Distribution | oo Theoretical Distribution
1600000
2500000
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1200000 2000000
1000000
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600000 1000000
400000
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e 0246811 15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 58 63 67 7L 75 79 83 87 91 95 99 o 0246611 15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 67 71 75 79 83 87 91 95 98

Mean GC content (%) Mean GC content (%)

Ficure 3.7 — Distribution des reads en fonction de leurs pourcentage en GC observée a gauche
chez M. circinelloides et a droite chez M. endophyticus. En bleu : distribution théorique. En rouge :
distribution observée.

Lorigine de cette distribution particuliére a été recherchée afin de déterminer si plusieurs
types d’organismes avaient été séquencés ou si ce profil était lié a une particularité de M.

endophyticus.
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3.4.2 Matériels et méthodes

Identification des ARNs séquencés

Afin de déterminer si plusieurs types d’organismes avaient été séquencés au sein de la méme
librairie, les ARN ribosomiques (ARNr) des transcrits reconstruits de novo ont été identifiés avec

RNAmmer (Lagesen et al., 2007) dans les cinq transcriptomes.

Une identification taxonomique a ensuite été réalisée avec MEGAN v6.6.7 (Huson et al., 2011)
sur (i) tous les transcrits reconstruits de novo, (ii) tous les reads et (iii) sur trois groupes de reads
de M. endophyticus séparés en fonction de leur pourcentage en GC (groupe 1, reads contenant
moins de 37%GC (picl sur la figure 3.7), groupe 2, reads contenant entre 37% et 46%GC (pic2 sur
la figure 3.7) et groupe 3, reads contenant plus de 46%GC (pic3 sur la figure 3.7)) .

La présence d’ARNr bactériens a également été recherchée dans ’ADN de M. endophyticus
et M. lanceolatus par PCR en utilisant des amorces propres aux ARNr 16S (amorce 165fwd
5’-ccgaattcgtcgacaacagagtttgatcc-3’ , amorce 16Srev 5'-cccgggatccaagcttacggctaccttgt-3’). Les ré-

gions amplifiées ont été séquencées puis identifiées par homologie de séquence.

Recherche du déterminisme du profil de distribution des reads

Afin d’estimer 1'incidence respective de la présence d’ARNr séquencés et de duplications,

deux tests ont été réalisés.

En premier lieu, deux groupes de reads ont été constitués a partir du jeu de données complet
de M. endophyticus :1'un constitué des reads potentiellement issus des ARNT, identifiés en utilisant
ribopicker (Schmieder et al., 2012), I’autre contenant tous les autres reads, avec pour but d’estimer

l'incidence de la présence des ARNr dans le taux de GC des reads.

En second lieu, les reads ont été dédupliqués (lorsque plusieurs reads possédaient la méme
séquence, un seul a été conservé) pour chacun des groupes précédemment réalisés afin d’estimer

I'importance des duplications dans le profil trimodal obtenu.
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3.4.3 Résultats

Des ARNTr potentiellement bactériens ont été identifiés dans les cinq transcriptomes, cepen-
dant les assignations taxonomiques de ces transcrits différaient d’un transcriptome a l’autre :
Escherichia coli chez M. endophyticus, Janthinobacterium spp. chez M. racemosus, M. fuscus et M. lan-
ceolatus, Lactobacillus spp. chez M. lanceolatus et une bactérie non cultivée (Uncultured bacterium)

chez M. circinelloides.

Identification des ARNs séquencés

Lorsque l'identification est réalisée sur 'ensemble des transcrits, la moitié des transcrits ayant
une correspondance avec les bases de données ont été assignés aux Mucor, 'autre moitié ont été
considérés par l'outil comme étant de faible complexité (composé de nucléotides répétés ou de

court motifs nucléotidiques répétés (Toll-Riera et al., 2012) (Figure 3.8)).

Lorsque l'identification est menée sur 1’ensemble des reads, la majorité des reads possédant
une assignation taxonomique correspondaient a des Mucor, les autres ne se regroupaient pas
dans un taxon particulier. Le méme résultat a été obtenu lorsque 1'étude a été réalisée sur les
groupes de reads correspondant aux différents pics de la distribution du pourcentage GC des

données de M. endophyticus.
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Ficure 3.8 — Assignation taxonomique des transcrits reconstruits de novo a partir des données

RNAseq de M. endophyticus ; plus le cercle est grand, plus le nombre de transcrits assignés au taxon

est important. Les taxons correspondant a des especes de Mucor sont encadrés, le groupe pour

lequel les transcrits n‘ont pu étre assignés a cause d’une trop faible complexité de séquence est

fléché.

De potentiels ADN ribosomiques (ADNTr) bactériens ont été recherchés chez M. endophyticus
et M. lanceolatus par PCR. Dans les deux cas, un amplicon a été obtenu mais la région amplifiée,
plus courte que la taille attendue pour un amplicon d’ADNTr 16S, présentait 1'identité la plus

forte avec les séquences d’ARNr 18S de Mucor retrouvées dans les bases de données (amplicon

de M. lanceolatus 98% d’identité, e-value 0, avec 'ADNr 18S de M. lanceolatus, amplicon de M.
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endophyticus 100% d’identité, e-value 0, avec 'ADNTr 18S de M. endophyticus et M. hiemalis). De
fagon inattendue, les amorces utilisées ont donc pu s’hybrider sur deux régions de ’ADNr 185
des deux especes de Mucor. Aucun amplicon bactérien n’a pu étre obtenu en utilisant la méthode

de PCR "classique".

Recherche du déterminisme du profil de distribution des reads

Afin d’avoir une indication de I'incidence de la présence des ARNTr sur la distribution GC
des reads de M. endophyticus, les reads potentiellement issus des ARNr (ARNT +) ont été séparés
des autres reads (ARNTr -). Le groupe ARNTr - présentait une distribution bimodale avec un
épaulement en lieu et place du premier pic (Figure 3.9B). Le groupe ARNr + présentait quant a lui
une distribution trimodale (Figure 3.9C). Les duplications correspondent a 'origine principale
de la distribution observée (Figure 3.9D), en effet, lorsque les reads sont dédupliqués seul le
groupe de reads ARNr + conserve deux pics (a 31% et 43%GC, Figure 3.9F), le groupe ARN - ne
conserve quant a lui que le pic principal (43%GC) ainsi qu'un épaulement en lieu et place du
troisiéme pic (Figure 3.9E). Ces résultats indiquent que le premier pic observé (a 31%GC) est lié
a des reads d’ARNr relativement diversifiés, le second pic (a 43%GC) est 1ié a des reads diversifiés

d’ARNr ou non, le troisiéme pic (a 53%GC) est lié a des reads dupliqués d’ARNr ou non.
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Ficure 3.9 - Distribution des reads en fonction de leurs pourcentage en GC observés sur les différents

groupes de reads traités. En rouge : distribution observée. En bleu : distribution théorique. ARNr

- : groupe de reads appauvris en reads d’origine ribosomique. ARNr + : groupe composé de reads
identifiés comme étant d’origine ribosomique.
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Les transcrits non ribosomiques participant a la formation du troisiéme pic ont été recherchés.
Ces transcrits étant fortement exprimés, la répartition des FPKM ! des transcrits a été observée
(Tableau 3.3). La majorité des transcrits avaient un FPKM compris entre 1 et 100, sept transcrits
avaient un FPKM de plus de 1 000. Parmi ces sept transcrits deux ont été identifiés comme
provenant d’ARNr (FPKM de 200 000 et 130 000), les cinq autres, au FPKM moins élevés (12 000,

2700 puis en dessous de 1 500), n"avaient pas d’assignations fonctionnelles.

FPKM range (0,1] | (1,10] | (10,100] | (100,1e+03] | (1e+03,Inf]
number of transcripts | 136 | 15623 1103 81 7

TabLEAU 3.3 — Nombre de transcrits avec un FPKM donné sur le transcriptome de M. endophyticus

Dans un second temps, la répartition de I’expression des transcrits en fonction de leur pour-
centage en GC a été recherchée (Figure 3.10). Un faible nombre de transcrits disposaient d'un
pourcentage en GC supérieur a 45% parmi eux, 25 présentaient un FPKM supérieur a 50 (dont

deux supérieur a 1 000).
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Ficure 3.10 — Répartition de I'expression des transcrits en fonction de leur pourcentage en GC.

1. Le FPKM (Fragments Per Kilobase Million) correspond a une valeur normalisée d’expression des trans-
crits. Plus précisément, il s’agit du nombre de fragments (reads dans le cas de séquengage single end, paire de
reads dans le cas de séquencage paired end) qui s’alignent sur un transcrit avec une normalisation pour la pro-
fondeur de séquencage et pour la longueur du transcrit. Plus d’informations sur http://www.rna-segblog.com/
rpkm- fpkm-and- tpm-clearly-explained/.
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Parmi les 25 transcrits, dix-sept ont été identifiés comme similaires a des ARN ribosomiques.
Parmi les huit autres (présentés en Tableau 3.4), cinq transcrits n‘ont pas trouvé de correspon-
dance dans les bases de données et ont été uniquement identifiés dans le transcriptome de M.
endophyticus, les trois autres transcrits ont été retrouvés dans les transcriptomes des cing especes.

Ils ont été identifiés comme heat shock protein, hypothetical guanine nucletide-binding protein

et enolase.
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TasLEAU 3.4 — Points remarquables sur les huit transcrits retrouvés dans le transcriptome de M.
endophyticus a la teneur en GC supérieure a 45%, dont le FPKM est supérieur a 50 et ne provenant
pas d’ARN ribosomaux.

Parmi les transcrits non identifiés, des peptides signaux menant vers l'extérieur de la cellule
ont été identifiés chez deux transcrits, I'un de ces transcrits possédait également un domaine
transmembranaire. Le premier transcrit code donc probablement une protéine secrétée dans
le milieu tandis que l'autre code potentiellement une protéine localisée sur la membrane a

I'interface entre milieu intracellulaire et milieu extérieur.
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3.4.4 Discussion et conclusion

La vérification de la qualité des données de séquencage est importante pour 'interprétation
des analyses qui en découlent. Les contaminations biologiques par exemple, si elles ne sont pas
écartées du jeu de données, peuvent conduire a une mauvaise interprétation du contenu en

genes de 'espece d’intérét.

Les résultats précédents ont montré que la distribution trimodale du pourcentage GC des
reads de M. endophyticus n’était pas liée a une contamination, mais a I'expression d’ARN riboso-
miques et d"un nombre restreint de transcrits non ribosomiques fortement exprimés. Parmi ces
transcrits fortement exprimés cinq n‘ont pas pu étre identifiés et n‘ont été retrouvés que chez M.
endophyticus, unique endophyte parmi les espéces sélectionnées. Trois transcrits en particulier
pourraient fournir des informations importantes sur M. endophyticus : le premier était le transcrit
non ribosomal le plus fortement exprimé du transcriptome, cependant, sa faible taille (279pb)
pourrait suggérer un artéfact d’assemblage, les deux autres correspondent aux transcrits dont
la protéine prédite posséde un peptide signal. En effet, les protéines sécrétées jouent un role tres
important dans l’adaptation d"une espece a un milieu que ce soit pour dégrader les substances
présentes dans l'environnement comme des protéases et lipases (Alfaro et al., 2014; Pellegrin
et al.,, 2015) ou pour interagir avec leur compétiteurs ou partenaires qu’ils soient microbiens,

végétaux ou animaux (Stergiopoulos and de Wit, 2009; Essig et al., 2014).

Lobjectif de cette recherche était d’identifier si des génomes d’organismes contaminants
avaient été séquencés avec les génomes de Mucor séquencés dans le cadre de ce projet. Tous
les transcriptomes de Mucor semblaient contenir des ARNr de bactéries. Les échantillons de M.
racemosus, M. fuscus et M. lanceolatus, especes "fromageres"”, contenaient des ARNr bactériens
proches de Janthinobacterium spp., genre bactérien pouvant étre retrouvées lors de 1’affinage de
fromage (Fuka et al., 2013), M. lanceolatus contenait un ARNr bactérien supplémentaire proche
de Lactobacillus spp., genre de bactérie lui aussi retrouvé lors de l'affinage de fromage (Fuka
etal., 2013). Cependant, aucun transcrit n’a été identifié comme provenant de 1'une ou 'autre de
ces bactéries dans les transcriptomes de ces trois Mucor (mémes résultats pour les deux autres
Mucor). Une explication possible reposerait sur la faible proportion (en nombre) de ces bacté-
ries vivant en endosymbiose/épibiose avec ces champignons au point que seul les ARNT (tres
fortements exprimés) aient été détectés. Cette hypothese est supportée par la présence de GO
terms movement in the environment of other organism involved in symbiotic interaction, multi-organism

metabolic process, host cell part and other organism membrane (cf article en partie 3.2) et par le fait
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qu'une telle endosymbiose a été retrouvée chez un autre membre des Mucorales : Rhizopus
microsporus avec des bactéries du genre Burkholderia (Partida-Martinez et al., 2007; Mondo et al.,
2017). Cependant, a ce jour aucune bactérie n’a été identifiée au sein des hyphes des cinq espéces
de Mucor étudiées dans notre étude. D’autre part les GO terms associés a une interaction endo-
symbiotique pourraient étre expliqués par les interactions de ces champignons avec les bactéries
présentes dans le milieu extérieur. Par exemple, Zhang et al. (2018) ont montrés que des bactéries
"nageaient" dans le liquide de revétement des hyphes mycélien de champignons, notamment
de Mucor, pour se disperser dans la matrice fromagere, cette dispersion étant plus aisée sur les
hyphes de Mucor que ceux d’autres espéces utilisées en affinage tel que Galactomyces geotrichum.
Le fait de ne pas avoir détecté d’ADNTr 16S par méthode de PCR classique ne va pas a I'encontre
de cette hypothése, puisque la quantité d’ADN bactérien dans le cas d’endosymbioses intrahy-
phales peut s’avérer faible et bien souvent la détection passe par des techniques d’amplificaion

par PCR nichée (Desiro et al., 2015) ou par l'utilisation de FISH (Bertaux et al., 2003).
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3.5 Comparaison des EC numbers a1’échelle des transcriptomes

3.5.1 Introduction

Comme indiqué dans l'article "Comparative analysis of five Mucor species transcriptomes” (3.2),
des comparaisons des enzymes prédites ont été réalisées. Dans cet article, cet axe n’a pas été

développé, le détail des recherches associées est présenté dans cette section.

Les enzymes peuvent étre classifiées selon une nomenclature réalisée par 'Enzyme Commis-
sion 2 (Enzyme Commission number ou EC number). Il s’agit d"une classification numérique des

enzymes basée sur la réaction chimique qu’elles catalysent.

Dans les analyses ci-apres, a partir des protéines prédites, les enzymes et leurs EC numbers ont
été recherchées. Les premiéres analyses présentées ci-aprés ont été réalisées avant 'obtention des
données RNAseq de M. circinelloides ce qui explique 1’absence de cette espece dans les analyses

présentées.

3.5.2 Matériels et méthodes

L'annotation des EC numbers a été détaillée dans l'article "Comparative analysis of five Mucor
species transcriptomes" (3.2). Brievement, sur les transcrits obtenus dans le cadre de cette étude ont
été identifiés des régions potentiellement codantes. La fonction de ces protéines prédites a ensuite
été déterminée. Les enzymes ont été identifiées par transfert d’annotation et par recherche de
profils spécifiques en utilisant un outil nommé PRIAM (Claudel-Renard et al. (2003), version de

mars 2015). Les fonctions de ces enzymes sont identifiées selon la classification des EC numbers .

Ces EC numbers ont été mappés sur un réseau métabolique avec iPath2 (Yamada et al.,
2011) pour avoir une vision d’ensemble des enzymes en présence et leur role dans le réseau

métabolique.

2. Cette Commission a été créée lors d'un Congres International de Biochimie en 1955 afin d’établir des regles de
nomenclature des enzymes (http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/history.html)


http://www.sbcs.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/history.html
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3.5.3 Résultats

Comparaison globales des enzymes retrouvées dans les transcriptomes

A partir des transcriptomes, de 14 800 (M. endophyticus) a 18 800 (M. lanceolatus) protéines ont
été prédites. Parmi elles, 9 a 12% sont des enzymes (Tableau 3.5). Prés de la moitié des fonctions
enzymatiques identifiées (représentées par les EC numbers ) sont assurées par plusieurs protéines
(42% chez M. endophyticus a 53% chez M. lanceolatus). Certaines protéines prédites ont également
plusieurs fonctions enzymatiques identifiées (100 protéines prédites chez M. endophyticus a 145

chez M. lanceolatus).
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M. racemosus 15131 1780 11,8% 601 132 278  46,3%

TaBLEAU 3.5 —Description des enzymes identifiées a partir des protéines prédites des transcriptomes.

Les fonctions prédites des enzymes (au travers des EC numbers ) ont été réparties au sein des
espéces (Figure 3.11). La majorité des EC numbers (473) étaient communs aux quatre especes
étudiées, un grand nombre (93) étaient retrouvés chez les trois souches isolées a partir de milieu
fromager et quelques EC numbers étaient propres a chacune des espéces. De facon intéressante,
trois des six EC numbers retrouvés uniquement chez les espéces non technologiques (M. racemosus

et M. endophyticus) étaient impliqués dans la synthese de pigments.

Lors du mapping des EC numbers sur un réseau métabolique, la majorité des voies méta-
boliques semblaient étre représentées par les enzymes retrouvées chez toutes les especes. Les
enzymes retrouvées chez les souches isolées a partir de fromage et absentes de la souche endo-

phyte ne semblaient pas se concentrer sur des voies métaboliques spécifiques (Figure 3.13).
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nbr d'EC partagés uniquement

M.lanceolatus par les espéces technologiques

M.fuscus , )
nbr d'EC présents uniquement

M.endophyticus chez I'espéce endophyte

nbr d'EC partagés uniqguement
par les especes non
technologiques

nbr d'EC partagés par les
quatre espeéces étudiées

nbr d'EC partagés uniqguement
par les trois espéces trouvées
sur fromage

M.racemosus

Ficure 3.11 — Répartition des EC numbers au sein des espéces.
Comparaison des enzymes dupliquées au sein des transcriptomes

Le pourcentage d’EC numbers dupliqués était plus important chez les especes technologiques
(50,9% et 52,5%) que celles non technologiques (42,1% et 46,3%). La majorité des EC numbers
dupliqués (166) étaient partagés par toutes les especes, puis une part importante (61) étaient
uniquement partagées par les especes trouvées sur fromage suivi par les enzymes dupliquées
uniquement chez M. lanceolatus (44) (Figure 3.12 gauche). Les EC numbers dupliqués, ne I’étaient
pas un méme nombre de fois entre les especes (Figure 3.12 droite). Les EC number dupliqués ont
été mappés sur le réseau métabolique présenté en Figure 3.14. L'ajout de M. circinelloides a ces

analyses a fourni des résultats similaires (résultats non présentés ici).

M. lanceolatus M. lanceolatus

M. fuscus M. fuscus

M. endophyticus M. endophyticus

M. racemosus M. racemosus

Ficure 3.12 — Répartition des EC numbers dupliqués au sein des especes; a gauche EC numbers
dupliqués; a droite EC numbers dupliqués un méme nombre de fois
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ts uniquement chez les espéces non technologiques (M. racemosus et M. endophyticus) et en
noir EC numbers présents uniquement chez les especes technologiques (M. lanceolatus et M. fuscus).

z

Ficure 3.13 — Réseau métabolique des Mucor ; en rouge EC commun entre toutes les espéces ; en
présen

bleu EC numbers commun entre les espéces présentes sur fromage ;
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Ficure 3.14 — Réseau métabolique des Mucor; en rouge EC number commun entre les espéces
présentes sur fromage ; en vert EC présents uniquement chez M. endophyticus ; en bleu EC présents
uniquement chez les especes non technologiques (M. racemosus et M. endophyticus) et en noir EC
présents uniquement chez les espéces technologiques (M. lanceolatus et M. fuscus). Les lignes fines
correspondent a une présence de 'EC number uniquement dans le groupe, les lignes épaisses
correspondent a un EC number dupliqué uniquement dans le groupe.
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3.5.4 Discussion

Le pourcentage d’EC numbers par rapport au nombre de protéines était cohérent avec les
résultats de Wisecaver et al. (2014) qui décrivaient leur proportion par rapport au nombre de
protéines a 15.4% chez les Saccharomycotina, 12.6% chez les Pezizomycotina et 8.9% chez les
Agaricomycota. Dans cette méme étude, les auteurs ont montré qu’en moyenne 88.7% des genes
avec EC numbers ont été dupliqués une ou plusieurs fois, ce pourcentage étant plus faible dans
les lignées ayant divergé tot dans 1’évolution des espéces fongiques (ex : chez Encephalitozoon
cuniculi du groupe des microsporidians, 49.0% des génes avec EC number ont été dupliqués). Le
pourcentage d’EC numbers retrouvés dupliqués dans cette étude était faible par rapport a ces
informations mais (i) les Mucor font partie des lignées ayant divergé tot dans 1’évolution des
champignons, (ii) il s’agit d'un groupe relativement peu étudié, il est donc encore plus complexe
d’obtenir des annotations précises et exhaustives car les annotations sont principalement basées
sur les connaissances acquises sur d’autres espéces, (iii) les données étudiées sont des transcrip-
tomes tandis que la littérature se base sur des génomes, une partie des enzymes n’est peut étre

pas exprimée sur milieu synthétique.

Le nombre d’enzymes prédites était plus faible chez M. endophyticus, la seule souche endo-
phyte étudiée, cependant cela correspond a son plus faible nombre de protéines prédites par
rapport aux autres souches. Lors des analyses suivantes, aucune voie métabolique ne semblait
spécifiquement impactée par ce nombre plus restreint d’enzymes prédites. L'espece endophyte
semble donc globalement posséder les mémes types d’enzymes que les espéces retrouvées sur
fromage et ubiquistes. Observer les spécificités des différentes especes de Mucor nécessite donc

de s’intéresser a des voies métaboliques spécifiques.

De fagon intéressante, trois des six EC numbers retrouvés uniquement chez les espéces non
technologiques (M. racemosus et M. endophyticus) étaient impliqués dans la synthése de pigments,
ce qui concorde avec la variation de la couleur des spores de Mucor selon les especes (observation
personelle). La syntheése de caroténoides a été reportée chez les Mucor (Zhang et al., 2016), or
la voie de biosynthése des caroténoides possede des étapes communes avec la synthese de
différents types de terpénes (Schmidt-Dannert, 2015). Il serait intéressant par la suite de voir si

d’autres éléments de cette voie métabolique different selon les espéeces.
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3.6 Détail des analyses sur les protéines prédites propres a chacune
des espéces et partagées par les especes au méme mode de vie

3.6.1 Introduction

Comme indiqué dans l'article "Comparative analysis of five Mucor species transcriptomes" (3.2),
les protéines prédites des cing transcriptomes ont été regroupées en groupes d’orthologues
(Figure 3.15). Cette recherche a permis d’accéder au core transcriptome, aux transcrits partagés
uniquement par les espéces au méme mode de vie ainsi qu'aux transcrits propres a chacune
des especes. Ces derniers ont été décrits et les annotations fonctionnelles des transcrits partagés
uniquement par les especes au méme mode de vie ont été comparées. Ces deux derniers points,

qui n‘ont pas été détaillés dans 'article, seront présentées ci-apres.

Core transcriptome |—> Phylogeny

Species specific Peptide signal content researches
transcripts GO terms and EC numbers comparisons

SHJE[OBJUE’[ ;q

Group of transcripts
shared by species with = GO terms and EC numbers comparisons
similar lifestyles

Ficure 3.15 — Répartition des orthogroupes entre les transcriptomes des espéces.

3.6.2 Matériels et méthodes

L'annotation des transcrits a été détaillée dans l'article "Comparative analysis of five Mucor
species transcriptomes” (3.2). Les recherches de voies métaboliques dans lesquelles les EC numbers
étaient impliquées ont été réalisées avec IPath2 (Yamada et al., 2011). La recherche des fonctions
des GO terms a été réalisée d'une part avec Revigo (Supek et al., 2011) et d’autre part avec le
script personnel utilisé dans l'article "Comparative analysis of five Mucor species transcriptomes"

(3.2) et détaillé en partie 3.3.
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3.6.3 Résultats

Description générale des protéines prédites propre a chaque espéce

Une premiere description des protéines prédites propres a chaque espéce (ou protéines
isolées) a été réalisée (Tableau 3.6). Ces protéines prédites représentaient 4% (M. lanceolatus) a
18% (M. endophyticus) des protéomes prédits des espéces. Bien que certaines protéines prédites
soient de taille conséquente (plus de 1000aa) la majorité était de plus petite taille que les protéines
retrouvées dans le transcriptome complet (N50 d’environ 200aa chez les protéines propres a

’espece contre 500aa a 1’échelle du transcriptome complet).
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Espece S S S S S
Nbr de protéines prédites dans tout le transcritome 11728 11157 10674 10646 11953
Nbr de protéines prédites propre a I'espéce 771 687 484 1941 1155
% de protéines prédites propre a I'espéce 7% 6% 4% 18% 10%
Taille maximale de ces protéines (aa) 1168 1309 911 1083 1014
N50 de ces protéines (aa) 194 197 187 193 323
Nbr d'EC numbers annotés 183 97 110 637 212
Nbr d'EC numbers différents 108 77 86 279 117
Nbr de protéines possédant une annotation GO 513 328 264 1433 547
Nbr de protéines avec un peptide signal prédit 38 25 18 60 75
Nbr de protéines sans annotations GO ni EC 257 358 219 502 603
% de protéines sans annotations GO ni EC 33% 52% 45% 26% 52%

TaBLEAU 3.6 — Description des protéines prédites propres a chaque espéce identifiées dans les trans-

criptomes. Lenombre de protéines prédites propres al’espéce est différent des valeurs retrouvées en

Figure 3.15 car certains orthogroupes étaient constitués de plusieurs protéines prédites appartenant
a la méme espece.

Comparaison des annotations fonctionnelles de type GO terms et EC numbers

Les protéines isolées pour lesquelles un EC a été annoté ne représentaient pas de voies
métaboliques spécifiques. La comparaison des EC numbers identifiés chez les différentes especes
a révélé que ceux-ci étaient majoritairement propres a l'espece. Les GO terms associés aux
protéines propres a chacune des espéces étaient similaires. La comparaison des GO terms des
groupes de protéines propres a chacune des cing espéces a mené a l'identification de onze GO

terms possédant une distribution significativement différente de celle attendue (test de Fisher

exact, p-value < 0.05; Figure 3.16).
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Ficure 3.16 — GO terms avec une distribution entre espéces significativement différente de celle
attendue (test de Fisher exact, p-value 0.05). Les GO terms ont été préalablement synthétisés a
une profondeur 3 relations "is a". MR : M. racemosus. MF : M. fuscus. ML : M. lanceolatus. ME :
M. endophyticus. MC : M. circinelloides. Une fleche pointant vers le haut indique une valeur plus
importante qu’attendue, une fleche vers le bas indique une valeur moins importante qu’attendue.

Protéines avec peptide signal

Parmi les protéines prédites propres a chaque espece, le nombre de protéines disposant de
peptides signaux variait selon les espéces (M. circinelloides 75, M. endophyticus 60, M. racemosus 38,
M. fuscus 25 et M. lanceolatus 18). Ces protéines étaient globalement petites et souvent partielles et
ne possédaient pas de correspondances avec les bases de données ou étaient annotées Hypothetical
Unknown protein a I'exception de deux protéines prédites avec peptides signaux identifiées chez
M. lanceolatus (une serine protéase et une endo-rhamnogalacturonase potentielle), deux chez M.
racemosus (une NADH dehydrogenase mitochondriale et une UDP-glycosyl transferase), trois
chez M. circinelloides (deux glycoside hydrolase et une carbohydrate esterase) et deux chez M.

endophyticus (une arginase et une phosphatase alcaline).

Comparaison des GO terms entre groupe de protéines retrouvées chez des espéces au méme
mode de vie

Les annotations fonctionnelles de type GO terms ont été comparées entre les familles de
genes (au travers des orthogroupes) retrouvées chez les espéces présentes en milieu froma-

ger avec celles non retrouvées (ou de fagon exceptionnelle) sur milieu fromager (Figure 3.17).
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Cette recherche a permis de mettre en évidence 18 GO terms représentés significativement dif-
féremment entre les deux groupes. Parmi les dix GO terms sur-représentés chez les espéces non
retrouvées sur milieu fromager, on compte des éléments liés a 'organisation de la cellule comme
"maintenance of location", des éléments liés a la croissance de l'organisme ("filamentous growth" et
"cell cycle process") et des activités enzymatiques ("hydrolase activity", "ligase activity", "deaminase
activity"). Parmi les huit GO terms sur-représentés chez les especes retrouvées sur fromage, on
compte des éléments associés a la structure de l'organisme ("external encapsulating structure" et
"host cell part"), des éléments associés a la fixation de composés ("heterocyclic compound binding" et

"organic cyclic compound binding") et les transporteurs de sucre ("carbohydrate transporter activity").
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Ficure 3.17 — A : Répartition des orthogroupes au sein des espéces. B : Comparaison des annotations

de type GO terms (profondeur deux relations "is a") entre les orthogroupes retrouvés chez les

espéces présentes en milieu fromager et celles non retrouvées (ou de fagcon exceptionnelle) sur

milieu fromager. (Fisher exact, * p value < 0.05, ** p value < 0.005, *** p value < 0.0005). bp :

Biological Process, cc : Cellular Component, mf : Molecular Function, MR : Mucor racemosus, MF : M.
fuscus, ML : M. lanceolatus, ME : M. endophyticus, MC : M. circinelloides.
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La méme recherche a été réalisée entre les familles de génes retrouvées chez les espéces
identifiées comme pathogénes opportunistes avec celles non pathogenes (Figure 3.18). Cette
recherche a permis de mettre en évidence 23 GO terms représentés significativement différem-
ment entre les deux groupes. Parmi les cinq groupes sur-représentés chez les pathogenes, on
compte des éléments liés a la position des composés dans le milieu ("establishment of localiza-
tion", "single organism localization" et "maintenance of location") au catabolisme ("catabolic process")
et aux composant de la membrane ("intrinsic component of membrane"). Parmi les 18 GO terms
sur-représentés chez les especes non-pathogeénes, on retrouve des GO terms impliqués dans
le controle du nombre de cellules ("cell proliferation”, "maintenance of cell number"), des facteurs
de transcription ("transcription factor activity") ou encore des activités enzymatiques ("deaminase

"non

activity", "protein serine/threonine phosphatase").
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Ficure 3.18 — A : Répartition des orthogroupes au sein des espéces. B : Comparaison des annotations
de type GO terms (profondeur deuxrelations "isa") entre les orthogroupes retrouvés chez les espéces
pathogenes opportunistes et celles non pathogenes. (Fisher exact, * p value < 0.05, ** p value < 0.005,
*** p value < 0.0005). bp : Biological Process, cc : Cellular Component, mf : Molecular Function, MR :
Mucor racemosus, MF : M. fuscus, ML : M. lanceolatus, ME : M. endophyticus, MC : M. circinelloides.
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3.6.4 Discussion

Lorsque 1'on s’est intéressé aux protéines prédites propres a chacune des especes, la compa-
raison des annotations fonctionnelles n’a pas permis d’identifier de différence associée au mode
de vie. Le nombre de protéines prédites avec peptide signal était deux a quatre fois plus impor-
tant chez les espéces retrouvées sur fromage que chez les especes non retrouvées sur fromage.
Cependant, presque aucune de ces protéines prédites n'a pu étre identifiée par homologie de

séquence avec les séquences connues.

Les résultats obtenus lors de la comparaison des GO terms entre les familles de genes (au tra-
vers des orthogroupes) retrouvées chez les especes partageant le méme milieu, étaient complexes
a interpréter, d'une part du fait du manque de spécificité de certaines des catégories (ex : Cellular
Component organization, protein complex) d’autre part car des éléments apparaissaient aussi bien
dans les comparaisons sur les especes fromageres que pathogenes (ex : intrinsic component of

membrane sur-représenté chez les espéces fromageres et chez les espéces pathogenes).

L'obtention du transcriptome de quatre especes de Mucor aux modes de vie distincts pour
lesquelles aucune donnée ni génomique (au début de cette étude) ni transcriptomique n’était
disponible a permis d’étendre les connaissances sur le répertoire du transcriptome au niveau
du genre. Ces connaissances sont d’autant plus importantes que jusqu’ici les recherches se sont
principalement concentrées sur les espéces pathogenes opportunistes (et parmi elles, principa-
lement M. circinelloides) (Morin-Sardin et al., 2017) alors que notre étude cible trois espéces non
pathogenes. Ces travaux permettent donc de mieux caractériser le genre Mucor dans sa diversité
et par 1a méme, de révéler des différences entre espéces de Mucor tels que les éléments liés a la

pathogénicité des rares especes capables d’infecter les humains.

L'axe principal de recherche de cette analyse portait sur l'identification d’éléments potentiel-
lement impliqués dans ’adaptation au milieu présents chez les cinq Mucor spp.. Cette recherche
est d’autant plus complexe que les séparations entre milieux de vie ne sont pas nettes : les deux
especes considérées comme pathogeénes opportunistes sont ubiquistes (Walther et al., 2013). Il est
également possible que les espéces spécialisées puissent étre rencontrées dans d’autre milieux
mais n’aient jusqu’a présent été détectées que sur un seul type de substrat. M. endophyticus est
capable de se développer (avec un temps de latence (Morin-Sardin et al., 2016)) sur milieux PDA
et fromager, il n’est donc pas un endophyte obligatoire. Et si une espéce comme M. lanceolatus

n’a été décrite que sur fromage, il n’est pas exclu qu’elle soit beaucoup plus ubiquiste que ne le
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suggerent les études précédentes. Les analyses réalisées ici tendent a montrer que les cinq Mucor
spp- ne présentent pas de différences majeures, aussi bien en termes de composition d’enzymes
que de fonctions des protéines, associées a une adaptation au milieu de vie. Des différences plus
marquées pourraient étre détectées (i) a des niveaux soit plus précis; des différences en termes
de facteurs de virulence ont été détectées en s’intéressant a des familles de génes spécifiques; (ii)
parmi les nombreux éléments pour lesquels aucune fonction n’a pu étre prédites ; c’est le cas de
la protéine de M. circinelloides ID112092 pour laquelle aucune fonction n’est prédite mais qui a été
identifiée par Lopez-Fernandez et al. (2018) comme étant liée a la virulence. Les transcriptomes
sont le reflet de I’expression des génomes dans une condition donnée. Nous avons choisi dans
cette étude de les comparer sur un milieu et des conditions de culture standards. La difficulté a
trouver des différences entre les espéces peut étre liée au fait que toute ces especes ont été culti-
vées dans des conditions standards, éloignées de leurs conditions de vie naturelle. Afin d’avoir
accés a I’'ensemble des genes potentiellement exprimés, et ce quel que soit les conditions, une
approche de génomique comparative a été initiée. Cette étude permettra notamment de vérifier
si les éléments non retrouvés dans les transcriptomes des différentes especes sont réellement

absents ou s’ils ne sont pas exprimés dans les conditions utilisées.

Parmi les transcrits présents chez I’ensemble des espéces analysées, des transcrits impliqués
dans la synthése de métabolites secondaires ont été identifiés dans chacune des souches : un
transcrit correspondant a une NRPS et un transcrit possédant la structure typique et l'ordre des
domaines d’une FAS annotée dans les bases de données en tant que PKS (Voigt et al., 2016). De
maniére intéressante, ’analyse des annotations fonctionnelles a également mis en évidence des
GO terms associés a des interactions avec d’autres organismes : "movement in the environment of
other organism involved in symbiotic interaction", "multi-organism metabolic process" ou encore "host
cell part and other organism membrane". Ces éléments peuvent indiquer la présence de bactéries
endosymbiotes/epibiotes chez les souches étudiées, cas ayant déja été rencontré chez Rhizopus

microsporus, un autre membre de 'ordre des Mucorales (Partida-Martinez et al., 2007; Mondo

etal., 2017).

L'étude des transcriptomes n’a pas permis de mettre en évidence d’éléments associés a une
adaptation au milieu fromager chez les especes utilisées lors de 1’affinage de fromage (M. fuscus
et M. lanceolatus). Les especes ubiquitaires (M. racemosus et M. circinelloides) présentaient des

annotations fonctionnelles de type GO terms enrichies dans les catégories "intrinsic component of
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non "non "non

membrane", "carbohydrate transporter activity", "xenobiotic transporter activity", "oxidoreductase acti-
vity" et "transcription factor activity" sur milieu PDA. Lorsque les transporteurs de sucres ont été
ciblés, trois familles de transporteurs intégrant davantage de membres chez M. racemosus et M.
circinelloides que chez les autres especes ont été mis en évidence. Il s’agissait de transporteurs
d’acides D-galacturonique et quinique, de transporteurs de glucose et pentose et d"une famille
de transporteur de sucre non identifiée. L'acide D-galacturonique est le composant principal
de la pectine, un polysaccharide largement utilisé dans la paroi des plantes notamment des
fruits (Benz et al., 2014), I'expansion de ce type de transporteurs de sucre pouvait donc présen-
ter un avantage pour ces especes. La famille de transporteurs de sucres non identifiée est tres
restreinte chez M. endophyticus et au contraire tres étendue chez les espéces pathogenes oppor-
tunistes, déterminer sa fonction plus précisément pourrait donc permettre d’avoir des indices
sur I'adaptation des Mucor au milieu. D’autre part, la catégorie GO "xenobiotic transporter" était
sur-représentée chez M. racemosus et M. circinelloides, de méme un orthogroupe associé a une
famille de genes annotée "multidrug resistance" était principalement composée de protéines pré-
dites associées a ces deux especes. Ce type de genes pourrait faciliter une infection d’organismes
par ces deux especes connues pour étre des pathogenes opportunistes. Lorsque des facteurs
de virulence rapportés dans la littérature (Ibrahim et al., 2012; Gebremariam et al., 2014; Liu
et al., 2015; Chibucos et al., 2016; Lopez-Fernandez et al., 2018; Navarro-Mendoza et al., 2018)
ont été recherchés, tous ont été retrouvés chez les deux espéces connues pour étre des patho-
geénes opportunistes tandis qu'au moins 1'un d’entre eux n’a pas été détecté chez les especes
technologiques et I'espece endophyte. En effet, les ferroxidases fet3b et fet3c étaient absents du
transcriptome de M. endophyticus or ces génes sont nécessaires pour la virulence de M. circinel-
loides chez la souris (Navarro-Mendoza et al., 2018), de méme le nombre de "spore coat proteins
homologs" (cotH), impliqués dans la virulence des Mucorales chez les humains, était deux fois

plus faible chez les especes technologiques par rapport aux especes potentiellement pathogenes.
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Le projet de comparaison des génomes a été initié avec le séquencage des génomes de M.

fuscus, M. lancelolatus, M. racemosus et M. endophyticus. Les objectifs de ce projet sont de : (i) mieux

caractériser le pan-génome du genre Mucor et (ii) rechercher s’il existe au sein des génomes de

Mucor des éléments permettant d’expliquer des adaptations a différents habitats et modes de vie.

Dans le cadre de ce projet, j’ai contribué a I’extraction d’ADN des isolats de M. lancelolatus et M.

endophyticus et aux assemblages des génomes des quatre especes. ]’ai ensuite réalisé ’annotation

structurale et fonctionnelle des quatre génomes (Figure 4.1).
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into the web portal Apollo

Illumina HiSeq Illumina HiSeq
P b PE <> MP Assembly quality test
Assembly BUSCO
RNAseq ‘ scaffolds ‘ p
i i roteomes
Illu_r?'f H'sig Integration of Genes model Known
RNAseq data pattern
search
cufflinks | | 4 ____Exonerate
i| Transcripts <GeneMark><Augustus> ‘ Homologs |: Prediction quality test
e\ \ /e 1\ BUSCO, JBrowse
EVidenceModeler l
‘ h dicted | Uniref90
Genes with predicted structure nire
‘ —— Suissprot-
PFAM-A BLASTn uniprot
tmhmm signalP PRIAM HmmScan BLASTp

E Transmembrane S|gr.1al EC numbers Proteiln Homologs E
i domains peptides domains |
| Transfert] Transfert i
Known pattern search GO terms Name

Automatic functionnal annotation

Integration of the
functionnal
annotation into the
web portal Apollo

Ficure 4.1 — Méthodes d’assemblage et d’annotation utilisées pour les génomes de M. fuscus, M.
lancelolatus, M. racemosus et M. endophyticus, séquencés dans le cadre de ce projet.
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Lorsque 1'étude a été initiée, six génomes de Mucor disposant d’annotations étaient dispo-
nibles dans les bases de données publiques (Tableau 4.1). Pour mieux répondre aux objectifs du
projet, ces génomes : a savoir M. ambiguus NBRC 6742 (considéré comme un M. circinelloides par
la collection nationale fongique des Etats-Unis (https://nt.ars-grin.gov)), M. circinelloides
1006PhL, M. circinelloides CBS 277.49, M. circinelloides CDC-B8987, M. circinelloides CDC-B5328
(synonyme de M. velutinosus (Walther et al., 2013)), et M. indicus CDC-B7402 ont été intégrés aux
comparaisons des génomes des quatres souches de Mucor que le laboratoire posséde ainsi que
deux isolats CDC-B9645 et CDC-B9738 identifiés comme M. racemosus par Chibucos et al. (2016)

puis réassignés tres récemment a 1’'espece Rhizopus microsporus par Gryganskyi et al. (2018).

Taxon Souche Source de l'isolat Référence ou n° d'accession Annotation disponible
Mucor ambiguus NBRC 6742 Inconnue BBKB00000000.1, 2015 oui

Mucor circinelloides 1006PhL Humain Findley et al., 2013 oui

Mucor circinelloides CBS 277.49  Inconnue Corrochano et al., 2016 oui

Mucor circinelloides CDC-B8987 Humain Chibucos et al., 2016 sur demande
Mucor circinelloides JCM 22480 Inconnue BCHG00000000.1, 2016 non

Mucor circinelloides WJ11 Sol Tang et al., 2015 non

Mucor indicus CDC-B7402 Humain Chibucos et al., 2016 sur demande
Mucor irregularis B50 Humain AZYI00000000.1, 2014 non

Mucor irregularis B7584 Inconnue JNES00000000.1, 2014 non

Mucor velutinosus ~ CDC-B5328 Humain Chibucos et al., 2016 sur demande

TaBLEAU 4.1 - Liste des génomes de Mucor accessibles publiquement. M. velutinosus est un synonyme
de M. circinelloides (Walther et al., 2013), M. ambiguus est considéré comme un M. circinelloides par
la collection nationale fongique des Etats Unis (https://nt.ars-grin.gov)

Pour ces génomes complémentaires, une annotation structurale et fonctionnelle était dispo-
nible pour les génes. Cependant aucune information n’était présente concernant les éléments
répétés. Le pipeline d’annotation des éléments répétés utilisé pour les quatre souches séquen-
cées dans le cadre de ce projet a donc été appliqué sur ces génomes publics. De méme, des
annotations spécifiques, a savoir sur les peptidases (MEROPS) et Carbohydrate-active enzymes
(CAZymes), ont été réalisées sur ces génomes publiquement accessibles de la méme fagon que

pour les quatre génomes des souches séquencées dans le cadre de ce projet.

Afin de définir les caractéristiques du génome du genre Mucor et déterminer s'il existait des
éléments indiquant une potentielle adaptation de certaines de ces espéces a leur mode de vie

différentes caractéristiques ont été étudiées.

(I) Les caractéristiques structurales du génome du genre Mucor ont été étudiées au travers

de (i) la recherche de synténie entre les génomes, (ii) la description de la structure des genes
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(nombre et taille des introns par exemple), (iii) I'étude des régions intergéniques de grande taille

et (iv) la recherche de clusters métaboliques associés a la synthese de métabolites secondaires.

(I) L'évolution des familles de geénes et d’éléments transposables au sein du genre a été
étudiée. La premiere étape de ces analyses a consisté a reconstruire la phylogénie des espéces
étudiées, cette phylogénie a été calibrée sur une échelle de temps. Par la suite, la proportion et la
composition des éléments répétés identifiés sur les génomes ont été comparées a la lumieére de
cette phylogénie. Les protéines prédites a partir des génes annotés sur chacun des génomes ont
ensuite été regroupées en familles (orthogroupes) ce qui a notamment permis de définir le core
genome des Mucor et les génes propres a chaque espece. Des analyses d’expansion et contraction
de familles de geénes sont actuellement en cours afin d’identifier s’il existe des familles de genes
réduites ou étendues spécifiquement dans des groupes d’especes partageant le méme habitat. La
fonction de ces familles sera par la suite étudiée pour déterminer si ces expansions/contractions

participent potentiellement a ’adaptation de chacune de ces especes a leur 1'habitat.

(III) En parallele de ces études globales, ont été réalisées des comparaisons fonctionnelles
plus ciblées. En effet, des genes identifiés dans la littérature comme étant importants pour
I'adaptation au milieu de vie des especes ont été comparés entre les différentes souches : pour
l'instant, les genes comparés sont associés a la synthése de métabolites secondaires (PKS/FAS,

NRPS et terpénes synthases et cyclases) et les génes associés au métabolisme du fer.

Comme explicité ci-avant, les génomes des deux isolats CDC-B9645 et CDC-B9738 identi-
fiés comme M. racemosus (Chibucos et al., 2016) puis réassignés trés récemment a 1’espéce R.

microsporus par Gryganskyi et al. (2018) ont été intégrés a notre étude.

N’ayant obtenu cette derniere information qu’en septembre 2018, notre analyse du core-
génome associé au genre Mucor integre actuellement les génomes de ces deux souches alors
qu’elles n"appartiennent pas a ce genre. De méme, I’analyse détaillée de la composition du core-
génome, des génes propres a chacune des especes et de ceux partagés entres especes aux mémes

modes de vie, devra étre réalisée sur cette nouvelle base avant soumission de ’article.

L'intégration de ces deux génomes a également posé probléme lors de I'analyse des expan-
sions/contractions de familles de genes. Celle ci a été réalisée afin de voir si ’expansion (ou
au contraire la contraction) de certaines familles avait accompagné un processus d’adaptation
évolutive a certains habitats (ex. fromage) ou niche (parasitisme, endophytisme). En effet, la

présence de ces génomes a conduit a des résultats incohérents (comme expliqué dans la partie
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4.6) dont l'origine pourrait résider, d’apres nos premieres analyses, dans le caractere hybride de
ces deux génomes (voir partie 4.7). Cette analyse des expansions/contractions de familles de

genes sera donc réalisée sur un jeu de données dépourvu de ces deux génomes.

Une fois ces analyses terminées et intégrées a 1’article "Comparative genomics applied to

Mucor species with different lifestyles", ce dernier sera soumis pour publication.

Les résultats de ces travaux sont présentés dans l'article en préparation : "Comparative

genomics applied to Mucor species with different lifestyles".
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Abstract

Despite the growing number of investigations on fungal early diverging lineages species, this
lineage has not been as extensively characterized in comparison to ascomycetes or
basidiomycetes. The Mucor genus, pertaining to one of this lineage (Mucoromycota phylum,
Mucorales order) is not an exception. To this date, a restricted number of Mucor annotated
genomes is publicly available and mainly correspond to the reference species, Mucor
circinelloides, and medically relevant species. However, this genus is composed of a large
number of ubiquitous species as well as few species that have been reported to specifically
occur in certain habitats. In this study, we report four newly sequenced Mucor genomes with
contrasted lifestyles namely M. fuscus and M. lanceolatus, two species used in cheese
production (during ripening), M. racemosus, a recurrent cheese spoiler sometimes described
as an opportunistic pathogen and M. endophyticus, a plant endophyte. Comparison of these
new genomes with those previously available of six Mucor isolates and two Rhizopus
isolates, formerly identified as M. racemosus, appended the descriptive data set for Mucor
genomes, pointed out the complexity of obtaining a robust phylogeny even with multiple
genes families, emphasized the unique structure of FAS genes and provided hints on

potentially lifestyle-associated genes (e.g. iron metabolism).



Introduction

The Mucor genus belongs to the most prominent order of the Mucorales, a phylogenetically
ancient group of fungi pertaining to the “early diverging fungi” [1]. From the first microscopic
observation of a Mucor specimen in 1665 up until now, several hundreds of potential Mucor
species have been reported [2]. Mucor species are common and predominantly saprotrophs
[3]. These ubiquitous microorganisms may colonize multiple and contrasted environments
from dungs or dead plant materials to plant and animal tissues. Members of the Mucor genus
have an ambivalent impact on human activities. Regarding their negative impact, some
Mucor species, in particular the thermotolerant species M. indicus, M. ramosissimus and M.
circinelloides, have been shown to be human and animal pathogens responsible for
mucormycosis [2]. Mucormycosis has been recently described as the third most common
angioinvasive fungal infection and can lead to death [4]. Another negative impact concerns
the ability of different species of the genus to spoil raw and transformed foods and feeds [5]
On the contrary, some Mucor species have an important biotechnological potential thanks to
their high growth rates in a large range of temperatures [6], existence of a yeast state in
certain Mucor spp. [7], and high proteolytic and lipolytic enzymatic activities [8], making them
good candidates for biotechnologists. Interestingly, some few species are also used in food
manufacturing of Asian fermented food production (such as sufu, ragi, tempeh, furu or
mureha) or for French cheese ripening (such as Tomme or Saint-Nectaire ) [2].

The increasing number of infections associated with Mucor species as well as the
biotechnological potential of the genus have led to a large effort to better know these fungi. In
this context, Vongsangnak et al. (2018) proposed a metabolic network of the oleaginous
strain M. circicinelloides WJ11 [9], Corrochano et al., (2016) shed new light on Mucor
sensory perception [10] and multiple genes potentially involved in virulence were
investigated and discovered in Mucor spp. [11-17]. Following the obtention and annotation of
the first Mucor genome sequence (M. circinelloides CBS 277.49), researches on Mucor

benefited and will continue benefit from different sequencing projects including the Zygolife



initiative  (http://zygolife.org/home/) which aims to provide a better phylogenetical
classification to the formerly called Zygomycetes which include the genus Mucor (see [1]).
This phylogenetical classification appears to be challenging as stated by inconsistencies
among previous works; e.g. M. indicus CDC-B7402 placement was modified between the
phylogeny of Alvarez et al. and Whalter et al. (2013), M. endophyticus CBS 385-95
placement was modified between Whalter et al. (2013) and Lebreton et al. (2018) [18-20].
Moreover, the uncertain taxonomic assignment of some Mucor strains used in published
studies may lead to confusion. For example, following genomic studies, strain 97-1192 was
reassigned from M. racemosus to Rhizopus oryzae and strain CDC-B9738 (initially R.
microsporus) was consecutively assigned to M. racemosus by Chibucos et al. (2016) and
more recently reassigned to R. microsporus by Gryganskyi et al. (2018) [11, 21]. As stated
by Gryganskyi et al. (2018), the closely related genus Rhizopus can not be deciphered with a
single or even a handful of gene families [21]. However the range of Mucor genome
sequences exploited is limited and those available with annotations even scarcer.
Furthermore, these genome sequencing projects are mainly limited to Mucor species with a
biotechnological or pathogenic potential. Indeed, at the time of this study, only six Mucor
annotated genomes were freely available, five of them corresponding to M. circinelloides (or
potential synonyms of M. circinelloides) strains.

The present study aimed to use comparative genomics to identify potential genomic imprints
of adaptation to different environments and lifestyles in the Mucor genus. To do so, four
genomes, corresponding to M. fuscus UBOCC-A-109160 and M. lanceolatus UBOCC-A-
109153 (used in cheese production, during ripening), M. racemosus UBOCC-A-109155 (a
cheese spoiler sometimes described as an opportunistic pathogen) and M. endophyticus
CBS 385-95 (a plant endophyte), were sequenced and compared to those of six publicly

available Mucor and two Rhizopus (formerly identified as Mucor) isolates.



Materials and methods

Biological material

The genomes of twelve representative strains were investigated in the present study (Table
1). Four of them were sequenced in the framework of this study while the eight other were
publicly available [10, 11, 22]. M. fuscus UBOCC-A-109160, M. lanceolatus UBOCC-A-
109153, M. endophyticus CBS 385-95 (UBOCC-A-113049) and M. racemosus UBOCC-A-
109155 used for genome sequencing were cultivated in the dark at 25°C on PDA medium
(Difco Laboratories, Detroit, Michigan). Spore suspensions of each strain were produced as
previously described by Morin-Sardin et al. (2016) [6]. Concentrations were adjusted to 107to
10° spores-mL- prior to storage at -80°C until use. For genomic DNA extraction, the fungal

strains was grown on PDA solid medium at 25°C for 7 days.

Table 1: List of isolates used in this study and their reported habitat. Newly sequenced isolates
are in red. *The two names are synonyms according to the U.S. National Fungus Collections
(https://nt.ars-grin.gov). ** The two names are synonyms according to Walther et al. 2013 [20]. §

Initially referenced as Mucor racemosus [11] but later assigned to Rhizopus microsporus [21].

Strain . Reported Genome
Taxon Strain isolation Efe tphc;rtsedez?ebsltat habitat reference or
source P references accession
Q%BS 385 iticum
M. endophyticus (UBOCC- aestivum, Plant endophyte [23] This study
A-113049) 'eaves
M. fuscus %3901%;(? A Cheese  Cheese [24] This study
M. lanceolatus %3901?;; A Cheese  Cheese [24] This study
Cheese, yogurt,
walnuts, sausages, [24]
M. racemosus UBOCC-A- Cheese grassland soil, [20] This study
109155 )
decaying [25]
vegetables, human
?ﬁ'yﬁmﬁ'guus NBRC Unknown Yegetable, tanned e, BBKB00000000
. 6742 sole leather
circinelloides™)
M. circinelloides Skinofa  Cheese, sufu [18]
X 1006PhL healthy starter, decaying [24] [28]

f.circinelloides human vegetables, human, [20]




CBS soda, air, soil, dung, [27]
M. circinelloides 277.49 sediment

f.lusitanicus (UBOCC- Unknown [10]
A-108085)
M. circinelloides ggg% E'ET;: [11]
M. circinelloides f.
Janssenii CDC- Human: [11]
(syn. M. B5328 nasal
velutinosus **)
. . Human, dung, [20]
M. indicus cDC Human: Dioscorea tuber, [29] [11]
B7402 unknown
sorghum malt [30]
R. microsporus
CDC- Clean
goggsggul\:'g B9645 room floor Human, dust, [11]
R. microsporus sorghum malt, [20] [11]
(former] o CDC- Human —stored cereals GCA_000697275.1
y M. B9738 abdomen — :

racemosus §)

Genome sequencing and assembly

Genomic DNA from M. fuscus UBOCC-A-109160, M. racemosus UBOCC-A-109155, M.
lanceolatus UBOCC-A-109153 and M. endophyticus CBS 385-95 was extracted from fresh
mycelium, following the CTAB method proposed by the Joint Genome Institute (Kohler et al.,
2011) with an optional step using Qiagen genome-tips (Qiagen). Due to the low efficiency of
the CTAB method for M. lanceolatus UBOCC-A-109153, genomic DNA of this strain was
also extracted following the protocol developed by Cheeseman et al. (2014) with a
purification by a cesium chlorid gradient with DAPI [31].

Genomes were sequenced with Illumina technology (San Diego, CA) technology at different
sequencing facilities (Table S1). For each of the four species, DNA were paired end
sequenced (read length 2x100pb, insert size 500 bp). An additional mate pair sequencing
was performed for M. lanceolatus UBOCC-A-109153 and M. endophyticus CBS 385-95 (read
length 2x100pb, insert size 9-12kb). Sequences were quality checked with FastQC [32].
Adaptors were removed, reads were quality trimmed (bases kept had a phred score above

25) and reads shorter than 20pb were dropped with Cutadapt [33]. Mate pair reads of M.



lanceolatus UBOCC-A-109153 were mapped with STAR [34] on a preliminary version of the
assembly (by providing only M. lanceolatus UBOCC-A-109153 paired end data to CLC
Genomics Workbench -CLCbio, Seoul, Korea-). Mate pair reads separated by less than
500bp and oriented in forward-reverse were dropped. This new set of reads was used in
further M. lanceolatus UBOCC-A-109153 assemblies. M. lanceolatus UBOCC-A-109153 and
M. endophyticus CBS 385-95 were assembled using Velvet [35] (option “shortMatePaired”,
k-mer of 67 for M. lanceolatus UBOCC-A-109153 and k-mer of 85 for M. endophyticus CBS
385-95), while M. racemosus UBOCC-A-109155 and M. fuscus UBOCC-A-109160 were
assembled with SOAPdenovo [36]. Genome assembly quality was checked with BUSCO v3

[37] using the fungal library and Rhizopus Augustus training.

Genome annotation of the four newly sequenced genomes

Genome assembly scaffolds were annotated using combinations of ab initio predictors,
RNAseq data support and homology researches. As for ab initio predictors, Genemark-ES
[38], with self-training, and Augustus [39], with Rhizopus training available within the
toolAugustus, were used. RNAseq transcripts were extracted and sequenced as previously
described in Lebreton et al. (2018) and reconstructed using two methods [19]: (i) by mapping
RNAseq reads on genome with STAR [40] and reconstructing transcripts with Cufflinks [41],
and (ii) by reconstructing transcripts de novo with Trinity [42] and mapping the transcripts on
the genomes with gmap [43]. Predicted proteins of M. circinelloides CBS 277-49 [10],
Rhizopus delemar RA-99880 [8] and Phycomyces blakesleeanus NRRL1555 [10] were
searched on genomes with Exonerate [44]. Consensus gene models were generated from all
predictions by EVidenceModeler [45].

The obtained gene predictions were functionally annotated as follows: transmembrane
domains were predicted with TMHMM [46], peptide signal with SignalP v4 [47] and Pfam
domains with HMMER [48] using the PFAM-A database [49]. Sequences homologies were
searched using tBLASTx and BLASTp [50], (with an e-value threshold inferior to 107°, against

Swissprot-Uniprot and Uniref90 databases as well as M. circinelloides CBS 277-49, R.



delemar RA-99880 and P. blakesleeanus NRRL 1555 filtered proteins obtained from the JGI
platform [51]. EC numbers were predicted using PRIAM [52] and were transferred from
homology researches. GO terms were transferred from homology researches. Gene names
were assigned with AHRD (Automated Assignment of Human Readable Descriptions)
available on Github (https://github.com/groupschoof/AHRD).

Non coding RNA were predicted with tRNAscan-SE [53], RNAmmer [54] and Infernal [55]
using the Rfam database [56]. The obtained data were integrated in an instance of the
genome viewer Apollo [57] allowing experts to validate gene prediction quality and perform

manual curation.

Complementary annotation of the full set of genomes

Transposable elements (TE) were annotated using the REPET pipeline [58] that includes a
de novo prediction and TE classification [59]. Carbohydrate-active enzymes were searched
using dbCAN2 [59] which searches for sequences available in the CAZy database [60] with
HMMER (E-Value < 1€, coverage > 0.35), DIAMOND [61] (E-Value < 1e"%) and Hotpep
[62] (Frequency > 6.0, Hits > 2.6). Only annotations predicted by at least two different tools
were subsequently considered. Peptidases and their inhibitors available in the MEROPS

database [63] were searched using BLASTp (E-Value 10).

Syntheny search

Syntheny blocks were searched among the twelve studied strains using Mummer [64] and

Mauve [65].

Phylogenetic reconstruction

Predicted proteomes of the twelve studied strains, as well as those of R. delemar RA-99880
and P. blakesleeanus NRRL1555 (both latter species being considered as outgroups), were
compared based on sequence similarity to identify orthologous proteins using the Orthofinder
v.2.2.0 software [66] (E-value 107, inflation 1.5). The 64 obtained single copy orthologs were

selected to reconstruct the phylogeny of the studied species. Multiple alignment was inferred



using PRANK v.170427 [67], run with default settings. Spuriously aligned regions were
excluded with TrimAl v1.4.r15 [68] with a 0.2 gap threshold. Based on the alignments, 13
orthogroups were manually discarded due to low percent of identical sites or high number of
gaps among orthologs. Subsequent alignments were concatenated in a supermatrix of 23398
sites. This matrix was used to reconstruct species tree by Maximum Likelihood inference and
by Bayesian Monte Carlo Markov Chain (MCMC) samples. RAXML PTHREADS v. 8.2.9 [69],
a program for Maximum Likelihood based inference, was used with a partitioned LG+G
model, in which each data partition represented a single input gene family. A bootstrap
analysis with 100 replicates under the same model was performed in RAXML in order to
assess tree branch support. Alternatively, the PhyloBayes v3.3 MCMC samplers [70] was
used with a CAT+GTR model and 3 chains. The RAxXML tree obtained was used to estimate
the divergence time between species with the Langley-Fitch method with r8s v1.8 [71] by
calibrating against the assessed origins of P. blakesleeanus NRRL1555 and R. delemar RA-

99880 at 468 MY [72].

Evolution of genes families

Based on OrthoFinder results and the obtained ultrametric tree, expansion and contraction of
gene families were reconstructed with CAFE v4 [73]. Birth and death parameters were
estimated independently using orthologous groups containing less than 75 genes per strain.
The analysis was done in two parts: (i) on all strains except R. microsporus CDC-B9645 and
R. microsporus CDC-9738, and (ii) only on R. microsporus CDC-B9645 and R. microsporus

CDC-9738. Rapidly evolving families were predicted by CAFE using the Viterbi algorithm.

Focus on specific genes families
Gene cluster associated with secondary metabolites were searched with FungiSMASH [74]
and SMURF [75]. Crucial genes (Polyketide Synthase (PKS), Non Ribosomal Peptide

Synthetase (NRPS), Terpene Synthase (TPS), DiMethylAllyTryptophane Synthase



(DMATS)) involved in secondary metabolism and genes potentially involved in adaptation to

the environment were searched in each species.

Availability of supporting data

Genomes assembly and annotation are available on the ABIMS platform
(http://application.sb-roscoff.fr/project/mucor_project/) and the Mycocosm platform of the JGI
(https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf). Noteworthy, functional annotations
found on the Mycocosm platform differ from the ones exploited here since the structural
annotation was functionally re-annotated by the pipelines associated with the Mycocosm

platform.



Results

Genome description

Genome sequences and assembly

The genomes of four strains were sequenced, assembled and annotated in the context of
this study. Among them, three corresponded to cheese isolates (M. fuscus UBOCC-A-
109160 and M. lanceolatus UBOCC-A-109153 used for cheese ripening, and M. racemosus
UBOCC-A-109155 identified as a cheese contaminant [24]), while the fourth one was a
wheat endophyte (M. endophyticus CBS 385-95, [23] ) (Table 1). Their genome features
were compared to eight previously sequenced and annotated genomes from six Mucor
strains and two Rhizopus strains formerly identified as Mucor spp. [10, 11, 22]. Among them,
four corresponded to isolates collected from human/clinical environments (Table 1).

The number of scaffolds in M. circinelloides CBS 277-49 assembly was the lowest with 21
scaffolds. M. endophyticus CBS 385-95 was the second less fragmented assembly with 159
scaffolds. The ten other assemblies were composed of 470 to 3888 scaffolds (Table 2).
Despite these differences in genome fragmentation, at least 95% of the 290 single copy
fungal orthologous genes searched by BUSCO were found complete in all genomes. It is
worth noting that respectively 52% and 87% of the searched genes were found duplicated in
R. microsporus CDC-B9645 and R. microsporus CDC-9738 whereas, in the other species,
duplicated genes only represented 17 to 26% of the searched genes. The two Rhizopus
strains also exhibited the highest genome size with 65Mb and 75Mb for R. microsporus
CDC-B9645 and R. microsporus CDC-9738, respectively while the average genome size for
the other strains is approximately 39 Mb. Strain CBS 385-95 pertaining to the endophytic

species M. endophyticus CBS 385-95, had the smallest genome size with 35Mb (Table 2).



Table 2: Genome assembly features and structural annotation of the ten Mucor strains and two
Rhizopus strains. The four species newly sequenced in the context of this work are in red. IG:

intergenic regions, TE: transposable elements.
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Genome size (Mb) 35,00 40,60 43,42 46,92 40,74 36,35 36,57 36,77 35,61 39,62 64,72 74,89
# Scaffolds > 1000pb 159 3819 1531 3506 1283 470 21 1022 1016 798 3 888 2676
%GC 34 36 34 32 32 37 42 39 40 36 32 33
%N 2 0 5 0 22 6 0 0 0 0 0 0
Maximum scaffold (kb) 4527 142 681 162 539 664 6 050 340 424 831 518 3513
N50 (kb) 1957 27 142 25 114 141 4318 92 79 271 38 90
N90 (kb) 575 4 13 7 26 51 1075 23 21 33 10 14
# Genes 11799 12571 10924 11604 11726 12410 11936 10437 9997 11703 15153 21229
Gene density (gene/Mb 337 310 252 247 288 341 326 284 281 295 234 283
Ave.gene length (pb) 1677 1542 1677 1633| 1616 1491 1408 1609 1608 1491 1517 1543
Ave. exon frequency 4,54 4,33 4,55 4,27 4,05 3,83 3,73 4,09 4,11 3,99 4,00 4,16
Ave. exon length (pb) 313 302 301 335 340 340 311 336 335 316 324 318
% genes with introns 86 82 87 84 81 82 81 83 84 83 81 83
Ave. intron length (pb) 82 76 95 72 77 66 91 76 74 76 74 69
Ave. IG size (pb) 1293 1284 2 040 1791 1673 1374 1691 1677 1758 1760 2151 1713
# Prot. predicted 11437 12310 10636 11269| 11343 12227 11709 10190 9716 11390 14656 20723
%TE coverage 5,08 14,28 22,8 36,8 6,03 15,2 23,44 22,18 24,43 16,51 38,47 34,46

§ Initially assigned to Mucor racemosus [11] but later reassigned to R. microsporus [21].

Genome annotation.

The number of predicted genes were in accordance with genome sizes with respectively
15153 and 21229 predicted genes for R. microsporus CDC-B9645 and R. microsporus CDC-
9738, i.e. a gene density of 234 and 283 genes/Mb, respectively. In Mucor strains, the
number of predicted genes fluctuated from 9997 to 12571, i.e. a gene density ranging from
234 to 341 genes/Mb (Table2).

Gene characteristics were well conserved among the Mucor and Rhizopus strains: the
average gene length was 1568bp, 83% of genes had predicted introns, genes had an
average frequency of 4.1 exons and average intron size was approximately 60bp.
Noteworthy, within all genomes, the intergenic distance was variable: 25% of intergenic

regions were shorter than ~300pb whereas the largest intergenic regions exceeded 20kb.



When repeated elements were taken into account for the analysis, regions up to 15kb with

neither gene nor repeated elements were still detected (Figure 1).

M. endophyticus CBS 385-95

M. fuscus UBOCC-A-109160

M. lanceolatus UBOCC-A-109153

M. racemosus UBOCC-A-109155

M. ambiguus NBRC 6742

M. circinelloides 1006PhL

M. circinelloides CBS 277.49

M. circinelloides CDC-B8987

M. circinelloides CDC-B5328

M. indicus CDC-B7402

DﬁﬁﬁﬁaﬁT
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i
i

R. microsporus CDC-B9645

R. microsporus CDC-B9738

|

Intergenic length (pb)

Figure 1: Repartition of the intergenic length within the twelve studied Mucor and Rhizopus
genomes. The four species newly sequenced in the context of this study are in red.

The boxes represent intergenic length arboured by 25% to 75% (sorted by length) of the intergenic
regions, the line within the box represent the median length, dots represents each values

corresponding to the 10% highest lengths represented.

Genome comparisons

Synteny blocks.

Synteny was investigated in order to better understand the evolution of the Mucor genome
architecture; however, even for phylogenetically close species, no synteny at the genome

scale was observed among the twelve analysed genomes.

Phylogenomic reconstruction.

The 181601 predicted proteins of the ten Mucor strains, two R. microsporus strains, R.
delemar RA-99880 and P. blakesleeanus NRRL1555 strains were grouped in 20588
orthogroups. Among them, 4240 orthogroups were composed of predicted proteins

belonging to all strains while 64 were composed of single copy orthologs.
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Among the 64 single copy orthogroups, 52 were selected to reconstruct the species tree
using Maximum Likelihood and Bayesian methods, R. delemar RA-99880 and P.
blakesleeanus NRRL1555 being used as outgroups (Figure 2A). The phylogeny of the
present study confirmed the placement of M. ambiguus NBRC 6742 within the M.
circinelloides clade as stated in the U.S. National Fungus Collections (https://nt.ars-grin.gov),
it will therefore be considered heareafter as a synonym of M. circinelloides. The placement of
M. indicus CDC-B7402 was altered compared to the topology obtained by Whalter et al.
(2013) but concurred with the topology published by Alvarez et al. [18, 20]. Similarly, the
placement of R. microsporus CDC-B9645 and R. microsporus CDC-B9738 was concordant
with the topology of Chibucos et al. (2016) which identified these two strains as M.
racemosus strains, but differed from the one by Gryganskyi et al. (2018) in which the two
strains were clustered with R. microsporus spp. (and renamed accordingly to this result) [11,
21], thus raising questions concerning their actual position and the genetic bases associated
with these incongruences. The other studied strains had concordant phylogenetic
placements with previously published studies [11, 18-20].

From the biological point of view, the M. fuscus UBOCC-A-109160 and M. lancelotatus
UBOCC-A-109153 strains, that are close in the tree, pertain to species mainly encountered in
cheeses, the basal singleton strain M. endophyticus CBS 385-95 belong to a species only
described as a wheat leaf endophyte whereas the other Mucor strains that can be grouped in
the same clade corresponded to species which are described as potential pathogenic
species.

Figure 2: Phylogenomic tree and gene and TE elements representation for the studied Mucor
and Rhizopus strains (initially assigned to M. racemosus) . A: Phylogenomic tree of the studied
strains reconstructed with RAXML based on 52 single copy ortholog families using R. delmar RA-
99880 and P. blakesleeanus NRRL1555 as outgroup (not shown). The branch length corresponds
to the number of substitutions per site. The four species sequenced in this study are in red. B:
Representation of the gene number in the studied strains. C: Representation of the TE coverage in
each genome depending on the TE category (classification of Wicker et al. 2007). DXX-MITE:
unknown non-autonomous transposon, MITE-like. DTX: TIR transposon. DHX: Helitron transposon.
RXX-TRIM: unknown non-autonomous retrotransposon, TRIM-like. RXX-LARD: unknown non-

autonomous retrotransposon, LARD-like. RXX unknown retrotransposon. RLX: LTR retrotransposon.
RIX: LINE retrotransposons. noCat: potential transposable element that could not be identified.



A B Number of genes C Number of pb

S
0
W STt
WST
TWGLT
[\N4
W Ss'zT
W sz

. M. circinelloides CDC-B8987 | - | |
I M. circinelloides 1006PhL I - . -
M. circinelloides CDC-85328 | Nl
M. ambiguus NBRC 6742 I - II
M. circinelloides CBS 277.49 | - '
M. racemosus UBOCC-A-109155 | ' 0 ]

R. microsporus CDC-B9645 I - _ _
R. microsporus CDC-B9738 I - _ _
M. indicus CDC-B7402 | | -l
M. lanceolatus UBOCC-A-109153 | - '
M. fuscus UBOCC-A-109160 | - | |
M. endophyticus CBS 385-95 | - M
L R. delemar RA-99880 Core genome Shared b Itiole strai Transposons Retrotransposons  other
P. blakesleeanus NRRL1555 ¢ arec by mutiple strains Woxxmte  IRXCTRIM [l PotentialHostGene
T Support: 1.0 0>0.9 @ >0.8 . Strain specific . DTX . RXX-LARD . noCat
DHX [ Rxx

RLX
RIX

Transposable elements

The studied genomes contained contrasting transposable element (TE) coverages (Figure
2C). The plant endophyte, M. endophyticus CBS 385-95, held the lowest TE coverage (5%)
whereas the ubiquist M. racemosus UBOCC-A-109155 contained the highest Mucor TE
coverage (37%). Even between close species, TE coverage and composition notably
differed, e.g. between M. lanceolatus UBOCC-A-109153 and M. fuscus UBOCC-A-109160 or
between M. ambiguus NBRC 6742 (M. circinelloides according to the phylogenomic analysis
performed in this study) and M. circinelloides strains. M. lanceolatus UBOCC-A-109153
showed higher TE coverage than M. fuscus UBOCC-A-109160 (23% and 14%, respectively)
for both transposons and retrotransposons but the predicted elements in the M. lanceolatus
UBOCC-A-109153 strain were mainly non-autonomous (i.e. not including all the domains
necessary for their transposition). On the contrary, almost all M. fuscus UBOCC-A-109160
predicted TE were autonomous, the main represented category being terminal inverted
repeat (TIR) but few retrotransposons, long interspersed nuclear elements (LINE) and long

terminal repeat (LTR), were also detected.

Among the M. circinelloides clade, four strains displayed a similar pattern in terms of TE
composition and, except for M. circinelloides 1006PhL, in terms of coverage. The fifth one,

M. ambiguus NBRC 6742, displayed striking differences from the other genomes. Indeed, the



TE coverage of this strain was reduced by at least two folds compared to the other strains
(Figure 2). Furthemore, the main TE category was identified as belonging to the helitrons

order, a marginal category in the four other strains of the clade.

Evolution of genes families

When using the whole genome dataset, CAFE-, DupliPhyML- and Notung-based analyses
yielded non concordant results (data not shown) with inconsistent placements of
expansion/contraction events within the cluster encompassing R. microsporus CDC-9738, R.
microsporus CDC-9645 and M. racemosus UBOCC-A-109155. This behaviour was
interpreted as a side effect of the putative whole genome duplication or hybridization
observed in the genomes of the two R. microsporus strains. The phylogenetic placement of
these two strains within the Mucor genus being also questioned, we decided to remove them
from the CAFE analysis. CAFE identified 44 rapidly evolving gene families on the M.
lanceolatus UBOCC-A-109153/M.fuscus UBOCC-A-109160 branch (pertaining to the two
species associated to cheese ripening). Among these families, two were associated to
secondary metabolism, namely an acyl-CoA synthetase and a cytochrome p450 encoding
gene families, both with reduced number of genes in cheese ripening strains (M. fuscus
UBOCC-A-109160 and M. lanceolatus UBOCC-A-109153) compared to other strains. A
cysteine hydrolase gene family was also reduced in the two cheese-associated strains.
Another family (less conserved) with genes identified as encoding putative transcriptional
activators of glycolytic enzyme was expanded in the cheese technological species genomes.
Other families were either unknown or similar to TE sequences.

In the endophyte M. endophyticus CBS 385-95, at the node separating technological species
from pathogenic species, and at the node separating M. indicus CDC-B7402 from other
species, 49, 4 and 9 gene families were considered as rapidly evolving, respectively.

However, these gene families were either of unknown function or similar to TE sequences.

Comme explicité en 4.1 cette partie sera amendée avant la préparation finale de

I’article et sa soumission.



Focus on genes involved in secondary metabolism

Since secondary metabolites can provide a significant advantage for survival in a given
habitat and might vary depending on the fungus lifestyle, our study investigated genes
encoding Polyketide Synthase (PKS), Non Ribosomal Peptide Synthetase (NRPS), Terpene
Synthase (TPS) and DiMethylAallyTryptophane Synthase (DMATS). Among genes
associated with terpene biosynthesis, some corresponding to squalene cyclases, squalene
synthases, bifunctional lycopene cyclase, squalene/phytoene synthases and geranylgeranyl
pyrophosphate (ggpp) synthases were identified in each strain. The number of genes in each
category was well conserved among strains except for R. microsporus CDC-B9738 and
CDC-B9645 which had a number of gene higher by twofold than in the other strains (Table

3).

Table 3: Number of genes involved in secondary metabolites found in the twelve studied Mucor
and Rhizopus strains. The four species sequenced in this study are in red. For each gene category,

maxima are highlighted in orange and minima in blue.
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M. indicus CDC-B7402

Taxon

Squalene cyclase

Squalene synthase

Lycopene cyclase & squalene/phytoene synthase*
Geranylgeranyl pyrophosphate synthase

NRPS

NRPS-like 3/4 domains

PKSI

3-oxoacyl synthase Il (PKS-like)

e nlo el - w e M. racemosus UBOCC-A-109155

e olo el e w e M. circinelloides 1006PhL
e rlo el b w e M. circinelloides CDC-B8987

e elo wlo o & o R. microsporus CDC-B9645
o ole elo o o olf microsporus CDC-B9738

= N[O R P W R
R RO Rk, Wk
P RO RO R Wk
P N[O RP|lW R Wk
P NP RO, W
P N[O Rl P W
P Wk R R, w R

PKS |[NRPS| Terpenes

* these genes encode a putative bifunctional enzyme



In all studied strains, a single complete nrps gene; i.e. having at least one condensation
domain, one carrier domain, one phosphopantetheine attachment site and one AMP-binding
domain; was detected except in R. microsporus CDC-B9645 which had three complete
NRPS-encoding genes. Three other genes containing three of the four mandatory NRPS
domains were found: one in R. microsporus CDC-B9738 and M. indicus, both of them lacking
the condensation domain, and one in M. circinelloides CBS 277.49, lacking the AMP-binding
domain.

In all strains, no gene encoding for DMATS were identified.

Genes similar to PKS | encoding genes were detected in all the investigated genomes; three
genes were identified in M. indicus CDC-B7402, one in M. fuscus UBOCC-A-109160 and M.
lanceolatus UBOCC-A-109153 (both pertaining to cheese ripening species) and in R.
microsporus CDC-B9645 and two in the other studied strains. The different domains of these
genes were close in terms of composition and organisation to typical fungal Fatty Acid
Synthases type | (FAS) domains with a major variation. Typical fungal FAS domains are
encoded by two distinct genes, whereas in the investigated Mucor species all the domains
were found within a single gene (Figure 3). Regarding their composition and structure, these
genes were identified as putative FAS genes. Among the different Mucor putative FAS
genes, three held an additional KS domain: one in M. circinelloides CDC-B5328, one in M.
indicus CDC-B7402 and one in M. racemosus UBOCC-A-109155. Noteworthy, these genes
were not expressed on PDA medium [19]. None of the potential secondary metabolism
associated genes determined in the different Mucor genomes were organized in metabolic

clusters.



Figure 3: Domain organization of FAS within the studied Mucor genomes in comparison to
other reported FAS organizations. Fungal/bacterial PKS type | was presented for purpose of
comparison. C. neoformans: Cryptococcus neoformans. U. maydis: Ustilago maydis. C. cinerea:

Coprinopsis cinerea.
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Iron uptake

Iron uptake is determinant for virulence but also for development in iron-depleted medium
such as cheese. Homologs of genes encoding proteins involved in the different iron uptake
mechanisms identified so far in fungi [76] were found in the analyzed Mucor genomes (Table
4; Figure 4).

Regarding the siderophore mediated iron uptake, genes playing a role in the carboxylate and
hydroxamate siderophore synthesis were searched for. At least one ortholog of the R. delmar

rfs gene, necessary for the carboxylate siderophore rhizoferrin production [77] was found in



each Mucor strain. Other genes that might be involved in this rhizoferrin mediated iron
uptake mechanism were identified based on their homology to the bacterial genes of the
Francisella tularensis rhizoferrin operon [78]. Homologs of the FsIB and FsIC F. tularensis
genes were detected in each Mucor genome, numerous potential Mucor genes belonging the
major facilitator family matched to Fs/D but Fs/A, FslE, FsIF and the operon regulator Fuf
could not be detected in Mucor genomes. Genes involved in hydroxamate siderophore
synthesis could not be detected but predicted orthologous genes corresponding to the
Aspergillus MirB siderophore permease (group 1) encoding gene and another gene coding
for a MirB-like siderophore permease (group 2) were identified (Table 4).

Regarding the reductive iron acquisition iron uptake, homologous sequences of the gene
encoding the FTR1 high-affinity permease and fet3 ferroxidase genes were detected (fet3a
was not detected in M. fuscus UBOCC-A-109160, and M. lanceolatus UBOCC-A-109153 and
M. racemosus UBOCC-A-109155 genomes). Except for the FTR1 encoding gene, no gene
involved in heme uptake was identified. The FET4 low affinity iron permease encoding gene
was identified in the different Mucor genomes. When focusing on the iron uptake regulation,
homologs to the SreA iron uptake repressor gene were detected but no gene involved in
activation of iron acquisition pathways such as HapX or Aft genes have been identified yet.
Two ferritin encoding genes of similar lengths were present in each studied strain (except R.
microsporus CDC-B9546 and CDC-B9738 which had 4 genes), in each case, the two genes

shared 70% similarity and 40% identity.

Table 4: Number of genes involved in iron uptake found in the twelve studied Mucor and
Rhizopus strains. The four species sequenced in this study are in red. For each gene category,
maxima are highlighted in orange and minima in blue. Proteins encoded by the different genes and

their role in iron uptake mechanisms are presented in Figure 4.



Taxon
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Vacuolar iron importer: cccl
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Interestingly, apart from R. microsporus CDC-B9546 and CDC-B9738 genomes, the number
of genes involved in iron uptake was always higher in the genome of the opportunistic
pathogen M. indicus than in the other genomes (Table 4). Indeed, in the M. indicus CDC-
B7402 genome, (i) for the siderophore pathways, the rfs rhizoferrin biosynthesis gene was
duplicated as well as a MirB-like siderophore permease encoding gene; (ii) for the reductive
iron acquisition (RIA), the fet3b and fet3c ferroxidase genes were duplicated; (iii) for heme
degradation, a supplementary heme oxygenase gene homolog was detected and, (iv) for
direct Fe» uptake, three orthologs of the FET4 low affinity permease were identified, whereas
two genes were found for M. circinelloides spp. and one for the others studied strains.
Finally, only one copy of the sreA-like gene, involved in down regulation of iron acquisition,

was found in M. indicus CDC-B7402 when at least two copies were found for all other strain.



On the contrary, cheese ripening species exhibited a reduced number of genes involved in
iron uptake within their genomes MirB-like and fs/B-like siderophore permease encoding
genes were absent from the M. fuscus UBOCC-A-109160 genome, M. lanceolatus UBOCC-
A-109153 lost one copy of the cell surface receptor fob gene and both strains/species lacked
the FTR1 high affinity permease and fet3a ferroxidase genes. The latter genes were also

absent from the cheese contaminant M. racemosus UBOCC-A-109155 genome.
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Figure 4: Proposed mechanisms of iron uptake by Mucor spp. as well as elements used for

iron regulation, utilization and storage. Elements in red were described in literature as important for

Mucor pathogenicity. D: Deferoxamine.



Discussion

Although benefiting from a growing interest due to their involvement in mucormycosis but
also their biotechnological potential, a restricted number of Mucor genomes are available to
this date, leading to scarce whole genome comparative studies: [11, 13, 79]. These
comparative studies mainly focused on human/clinical environments species. Yet, only a
handful of Mucor species are known to cause human infections [2]. In the context of this
study, a comparative analysis of four newly sequenced Mucor genomes isolated from non-
clinical environments (cheese and plant) with the six publicly available Mucor genome
sequences provided a better overview of the Mucor pan-genome and allowed identifying
gene candidates that could contribute to habitat and lifestyle adaptation within this diverse
genus. The determined phylogeny, based on a large set of orthologous genes (52), that
integrated the four genome sequences obtained in this study was non concordant with
previously published phylogenies. The most ambiguous phylogenetic placement concerned
the R. microsporus CDC-B9738 and CDC-B9645 strains, as they appeared as a sister group
of M. circinelloides and closely related to M. racemosus both in the present study and in
Chibucos et al. (2016) (76 analyzed orthologs) while they clustered into the R. microsporus
clade with M. circinelloides species as an outgroup in Gryganskyi et al. study (2018) (192
orthologues analyzed) [11, 21]. Topologies may vary depending on the selected genes and
on the reconstruction pipeline. If, as highlighted by Gryganskyi et al. (2018), single-gene
phylogenetic reconstructions are of limited value, it is worth noting that approaches based on
the analysis of large sets of genes may also generate inconsistent topologies [21]. The
contrasted placements of the two R. microsporus strains among the different studies may
arise from the whole/partial-genome duplication events and/or hybridization observed in their
genomes [21]. Indeed, when considering gene families involved in secondary metabolism
and iron acquisition (which were investigated in this study for comparative genomics

approaches), CDC-B9738 and CDC-B9645 genes were often found duplicated. Phylogenetic



reconstructions performed using the duplicates yielded incongruent topologies with either
CDC-B9738 or CDC-B9645 strains clustering with R. delemar clade or alternatively with M.
racemosus clade suggesting a possible hybrid genomic content for these two strains.
Whatever the phylogenetic placement of the strains or their proposed habitat/lifestyle, the
current study revealed that the gene features among Mucor species (gene number, size,
exon length etc.) were globally conserved. However, as shown by the lack of macro and
micro synteny, species within this genus experienced extensive genomic rearrangements.
These rearrangements can be partially explained by transposable elements (TE) which
displayed high degree of diversity within the available genomes and has already been
reported to have a maijor role in fungal genomic diversity and genome evolution [80].
Interestingly, large regions (above >5kb) with neither gene nor TE were systematically
observed throughout the Mucor genomes. Although lack of synteny among the different
genomes did not allow to check whether or not these regions were conserved among
species, this raises the question regarding their putative role and evolutive advantage.
Among different hypotheses these regions might be involved in three-dimensional folding of
the chromatin, plasticity of the genome or might hold unknown functional structures.

The average genome size of the Mucor species analyzed in this study (39Mb) is congruent
with what is observed at the scale of Mucoromycotina subphylum (38Mb) and also in
Ascomycota (37Mb). The gene number (9997 to 12571) is also in concordance with the gene
numbers observed in Mucoromycotina and Ascomycota [81]. The core genome detected in
this study includes approximately 6000 genes. The analysis of the functions of genes
included in the core genome as well as those pertaining to single species or to species
sharing similar lifestyles (e.g. cheese ripening species or opportunistic pathogens) will inform
on genes possibly involved in lifestyle adaptation in the genus Mucor (this task is under

progress).

While the presence or absence of metabolic pathways involved in primary metabolism can

inform about the feeding ecology of different fungi, examination of the presence or absence



of secondary metabolic pathways can shed light on fungal ecology and adaptation to a
particular lifestyle [82]. Thus, in this study, we investigated more specifically genes that are
essential to most of the secondary metabolites biosynthesis (PKS, NRPS, DMATS...) but
also genes involved in iron uptake which have been shown to be fundamental both for fungal
virulence in opportunistic pathogens [83, 84] (a category represented in this study by the M.
indicus CDC-B7402 or M. circinelloides strains) and for cheese colonizing microorganisms
(represented in this study by the M. lanceolatus UBOCC-A-109153 and M. fuscus UBOCC-
A-109160 ) given that cheese is a highly iron-restricted medium [85]. The search for genes
involved in secondary metabolite biosynthesis are often initiated by the search for PKS,
NRPS or DMATS genes clustered with additional genes involved in the biosynthesis pathway
considered. Indeed, in higher fungi, genes involved in secondary metabolism are usually
located in metabolic gene clusters (MGCs) (for a review see [82]) MGCs being defined as
“close linkage of two or more genes that participate in a common metabolic or developmental
pathway” [86]. This characteristic has often been extended to the whole fungal kingdom [82,
87-89] although for some authors, this assertion is premature due to the scarcity of
information [3]. Indeed, the few studies depicting MCG in early diverging fungi relied on
automatized analyses with no manual checking of the gene participation to a common
metabolic or developmental pathway [82, 90]. A group formed by carRP and carB genes
associated with their promoters at a single genome location have been identified in M.
circinelloides CBS 277.49 [91] and detected in the present study within some of the Mucor
genomes associated with FAS/PKS gene (M. fuscus UBOCC-A-109160 and M. endophyticus
CBS 385-95) but no typical MGCs involved in secondary metabolism and including a PKS,
FAS, NRPS, NRPS-like gene or terpene synthesis related genes were detected within the
Mucor spp. genomes. Still, secondary metabolites pathways have been characterized in
Mucorales (see [3]) and different genes involved in secondary metabolism were identified in
the present and previous studies. MGC clustering might represent an adaptation against the
accumulation of toxic intermediates within biosynthetic pathways but also might facilitate

fungal adaptation by enabling wholesale acquisition (through duplication or HGT) or loss of



entire metabolic pathways (see [82]). The apparent absence or at least scarcity of MGCs
within the Mucor genus (and possibly at a broader scale within the Mucoromycotina) might
appear enigmatic since the genus encompasses species with contrasting lifestyles similar to
what exists in Ascomycetous fungi in which MCGs are abundant. This raises the question
why the selective advantage conferred by MCGs to higher fungi would not apply to Mucor
species. The answer to this question might lie in some ecological specificities of the
Mucorales which are considered as ruderal species avoiding stress and competition [92, 93]
or to structural specificities such as their coenocytic structure [94] ,and may shed new light
regarding the evolution of MCGs in eukaryotes. All the Mucor species genomes investigated
here included a NRPS gene which role has still to be determined as well as different genes
encoding for enzymes of the terpene biosynthesis. As discussed in Voigt et al., (2016), no
PKS were encountered in the Mucorales genomes they analyzed (n=4) but PKS-like genes
(with a typical structure and domain order of FAS have been detected and Lebreton et al.
showed these genes were systematically expressed on Potato dextrose medium (PDA) in
five of the Mucor species studied in this study [3, 19]. Type | fatty acid synthases (FASs) are
giant multifunctional proteins allowing fatty acid biosynthesis. Two strikingly different
architectures of FAS exists: yeast-type FAS (yFAS) and metazoan FAS (mFAS), the latter
one being related to PKS [95]. FASs are considered to be associated to primary metabolism
whereas PKSs are associated to secondary metabolism [96]. Within the Mucor genomes
studied in the present study, one yFAS gene was identified in the cheese-related M.
lanceolatus UBOCC-A-109153 and M. fuscus UBOCC-A-109160 strains, three in the M.
indicus CDC-B7402 opportunistic pathogen and two in all other strains. Only one yFAS gene
was expressed in M. circinelloides CBS 277.49, M. endophyticus CBS 385-95 and M.
racemosus UBOCC-A-109155 cultivated on PDA medium [19] while these genomes harbour
two yFAS genes, suggesting that the second yFAS gene has lost its functionality or displays
a different role since FAS are expected to be expressed on PDA medium to participate to the
fatty acid synthesis for membrane synthesis or energy storage [97]. The tandem duplication

observed in the M. endophyticus CBS 385-95 genome, suggests a specific regulation of the



yFAS genes. Duplication of pks gene and its subsequent functional diversification has been
shown to increase the adaptive flexibility of fungal species ([98]), duplication of the Mucor
yFAS encoding genes might play have a similar impact.

Another interesting feature was the atypical structure of the identified yFAS. Indeed, the
different fungal FAS domains are usually encoded by two genes (Figure 3) [95, 99].
However, the identified Mucor yFAS encoding genes included all the different typical yFAS
domains. Noteworthy, M. circinelloides CDC-B5328, M. indicus CDC-B7402 and M.
racemosus UBOCC-A-109155 yFAS possessed a supplementary KS domain. To our best
knowledge, the occurrence of the different fungal yFAS domains within a single gene was
only discovered so far in the basidiomycetes Ustilago maydis and Coprinopsis cinerea [95,
99]. This result tends to support the hypothesis of a primordial contiguous FAS gene
encoding the entire yFAS that have been split in dikarya through evolution.

Among the secondary metabolites, terpenes play a role in natural pigment synthesis such as
the carotenoid biosynthesis [3]. Carotenoid synthesis has been described in M. circinelloides
and in particular in overproducing strains [3, 100, 101]. Although the different species within
the mucoromycotina subphylum are expected to produce and accumulate large amount of
carotenoids, differences might exist among species [102]. Terpenes play also an important
role in flavour production which is an important trait for cheese-ripening fungi that could have
been under human-directed selection in species used for cheesemaking [103]. This study
indicated that the main genes involved in terpene biosynthesis were conserved among the
analysed Mucor species without any important differences in terms of gene number at the
exception of GGPP genes for which the number is lower in the endophytic species as well as
in the M. ambiguus NRBC 6742 and the M. indicus CDC-B7402 opportunistic pathogen.

Iron is an essential nutrient involved in variety of cellular processes such as respiration,
oxidative stress and synthesis of amino acids [104]. Iron uptake has been described as a
virulence factor for pathogenic fungal strains [83, 84] and of primary importance in cheese
microorganisms since cheese is a highly iron-depleted medium [85]. In fungi, four different

iron uptake mechanisms have been described so far: (i) siderophore mediated Fe** uptake,



(ii) reductive iron assimilation (RIA), (iii) heme uptake and (iv) direct Fe** uptake [83] (Figure
4). Homologs of genes coding for proteins participating to the four mechanisms were found in
the analysed Mucor genomes. These results suggest that the different Mucor spp.
investigated here rely on carboxylate siderophore rhizoferrin as it is the case for M.
circinelloides CBS 277.49 and R. delmar RA-99880 [77]. This type of siderophore is not used
by ascomycetous and basidiomycetous fungi, and would thus be a specificity of early
diverging fungi in the fungal kingdom. Noteworthy, rhizoferrin encoding gene sequence are
only described in bacterial genomes [105, 106] and coding sequences pertaining to the
rhizoferrin operon in F. tularensis were used here to search for homologs in Mucor spp. In F.
tularensis, genes involved in rhizoferrin synthesis and transport are located in an operon
regulated by the Fur gene [78]. Based on these results, new candidate genes involved in
rhizoferrin synthesis, import and export are proposed in the present study (Figure 4).
Although no true evidence of Mucor ability to the produce hydroxamate siderophores was
detected, some of these siderophores could be used by Mucor species as xeno-siderophores
as suggested by the presence of mirB-like siderophore transporter genes in some of the
Mucor genomes. It is worth noting that the bacterial siderophore deferoxamine is also used
by Mucor spp. as xeno-siderophores [107].

Iron uptake is determinant for virulence but also for development in iron-depleted medium
such as cheese. Interestingly, the three strains sampled from cheeses, including the two
strains associated to cheese ripening M. fuscus UBOCC-A-109160 and M. lanceolatus
UBOCC-A-109153, and the cheese contaminant M. racemosus UBOCC-A-109155,
presented a reduced number of genes related to iron acquisition compared to the other
strains. Indeed, the genome of these strains lack a FTR1 gene copy as well as the fet3a
gene. It could be hypothesized that the latter genes would have a specific role in Mucor
pathogenicity since R. delmar RA-99880 mutants with FTR1 reduced gene copies or with
decreased FTR1 expression had reduced virulence in the deferoxamine-treated mouse
model of mucormycosis [108]. The fet3a gene appeared as the less important among the

fet3 genes regarding M. circinelloides pathogenicity, but inactivation of two fet3 genes lead to



a reduced virulence [15] and the loss of fet3a led to an increased sensibility to the mutations
on fet3b/fet3c in terms of fungal pathogenicity. Furthermore, one copy of the ferroxamine
binding (Fob) cell surface protein gene is absent in the M. lanceolatus UBOCC-A-109153
genome, the production of this protein being required for full virulence of R. delmar RA-
99880 in a deferoxamine-treated mouse model of mucormycosis [12]. M. fuscus UBOCC-A-
109160 also lacks MirB-like and fsIB-like siderophore permease genes, which might reduce
its potential to acquire iron.

On the contrary, M. indicus CDC-B7402, a species that is considered as the most
threatening opportunistic human and animal pathogen amongst the Mucor spp. [6] harbours
an increased set of genes involved in iron uptake which might be an asset to its opportunistic

pathogenic lifestyle.
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Table S1: Extraction and sequencing information corresponding to the four newly sequenced

Mucor.
Taxon Extraction Sequencing Sequencing Sequencing # million
protocol type date place filtered
reads
M. racemosus CATB + phenol- Paired-end 2012 BGI 37
UBOCC-A- chloroform (HNlumina)
109155 purifications
M. fuscus CATB + phenol- Paired-end 2012 BGI 19
UBOCC-A- chloroform (HNlumina)
109160 purifications
M. lanceolatus [31] Paired-end 2013 Biogenouest 74
UBOCC-A- (HNlumina) Génomique
109153
CATB + Qiagen Mate-pair 2016 Macrogen 11
(HNlumina)
M. endophyticus CATB + Qiagen Paired-end 2016 Macrogen 60
CBS 385-95 (HNlumina)
CATB + Qiagen Mate-pair 2016 Macrogen 19
(MMlumina)

Supplementary materials

Doc S1: Details of materials and methods on specific gene family annotation

Genes involved in iron uptake, storage and regulation referenced in supplementary table (N)
were searched by BLASTp (default e-value, coverage above 50%) against the predicted
proteome of the twelve strains. Matching sequences were then searched on the predicted
proteomes of the twelve strains to gather sequences that could have been too different from
the reference sequence. When a specific “PFAM id” was available, sequences with this
annotation were added to the pool of potential predicted proteins. Conserved domains of
each of these potential predicted proteins were searched using the CD-Search tool ([109]) to
verify that the conserved domains concurred between the reference sequence and the
potential predicted protein; if not, the sequence was discarded. This set of filtered predicted

proteins was then aligned with MUSCLE to create a gene tree with the Geneious (v9) tree



builder, sequences behaving as outgroups of the reference sequences were discarded.

When missing, genes were searched by BLAT on the Apollo genome viewer.



146 Chapitre 4. Approche génomique

Des analyses complémentaires a celles de I'article ont été réalisées et sont présentées dans les

parties suivantes :

4.3 Méthodologie supplémentaire : Assemblages des génomes

4.3.1 Introduction

Comme indiqué dans 1'article "Comparative genomics applied to Mucor species with different
lifestyles" quatre souches ont été séquencées lors de cette étude : M. fuscus UBOCC-A-109160,
M. lanceolatus UBOCC-A-109153, M. racemosus UBOCC-A-109155 et M. endophyticus CBS 385-
95 (UBOCC-A-113049). Dans le cadre de cet article, il a été précisé que les séquencages ont
été réalisés avec la technologie Illumina sur différentes plateformes (Tableau S1 de l'article),
que tous les génomes des souches ont été séquencés en paired end et que les génomes de M.
lanceolatus et de M. endophyticus avaient bénéficié d'un séquengage supplémentaire en mate pair.
Il est également précisé qu'un nettoyage des données issues du séquencage du génome de M.
lanceolatus a été réalisé. Cependant, les analyses ayant mené a ce choix méthodologique n’ont

pas été développées. Elles seront donc explicitées ci-apres.

4.3.2 Matériels et méthodes

Données de séquencage initiales

A Torigine du projet de comparaisons génomiques, en 2012, a été réalisé le séquengage des
génomes de M. racemosus UBOCC-A-109155 et de M. fuscus UBOCC-A-109160 en paired end
par la plateforme du BGI. Les données de séquencage étaient accompagnées de 1’assemblage
correspondant réalisé avec 1’assembleur SOAPdenovo. En 2013 a été séquencé le génome de
M. lanceolatus UBOCC-A-109153 également en paired end mais cette fois ci par la plateforme

Biogenouest Génomique de Nantes et sans assemblage associé.

Assemblage des génomes a partir de séquencage en paired end seul

Au cours du projet, les assembleurs CLC Genomics Workbench, Velvet, SPADES et SOAPde-
novo2 ont été testés pour I'assemblage de novo des trois souches. Velvet et SPADES sont des
assembleurs basés sur des algorithmes associés au graphe de de Bruijn (approche par K-mers
voir synthese bibliographique sur les assembleurs), différentes tailles de K-mer ont donc été

testées (de 55pb a 99pb avec un pas de 2pb). Ces deux méme assembleurs peuvent étre, et ont
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été, utilisés en genome guided en se basant sur le meilleur assemblage préliminaire de novo réalisé

par un autre assembleur.

Séquencages complémentaires

En 2016, un séquencage complémentaire du génome de M. lanceolatus a été réalisé, cette fois
ci, en mate pair sur la plateforme de Macrogen. En parallele, la souche de M. endophyticus a été
intégrée au projet. Son génome a été séquencé d'une part avec un séquencage en paired end et
d’autre part avec un séquengage en mate pair tous deux sur la plateforme de Macrogen. Les
données de séquengage du génome de M. endophyticus étaient accompagnées de 1’assemblage

correspondant réalisé avec 1’assembleur Platanus.

Description des données mate pair obtenues dans le génome de M. lanceolatus

La taille d"insert des données mate pair a été estimée d"une part par 1’assembleur CLC Genomics
Workbench, d’autre part par un script utilisant BWA (Li and Durbin, 2009). Les reads ont été
mappés sur le génome le moins fragmenté de M. lanceolatus avec STAR. La distribution de la
longueur entre les reads pairés a été examinée ainsi que 'orientation des reads appartenant a la
méme paire. A partir de ce mapping, les 90000 paires de reads orientées en FR avec un insert
inférieur a 500pb ont été supprimées du jeu de données. Par la suite, il sera fait référence a ce

nouveau jeu de données sous de nom de "mate pair filtrés".

Assemblage des génomes a partir de séquencage en paired end et mate pair

Les quatre assembleurs présentés plus tot (SOAPdenovo2, SPADES, CLC Genomics Workbench
et Velvet) ont été de nouveau utilisés pour assembler les génomes de M. lanceolatus et M.
endophyticus. Ils ont été utilisés selon la méme méthodologie aux exceptions suivantes pres. (i)
Velvet a été utilisé en ajoutant 'option "shortMatePaired". (ii) Pour CLC Genomics Workbench des
assemblages de M. lanceolatus ont été réalisés en précisant différentes tailles d'insert des données
mate pair : estimation de I'outil, 500pb et 7500pb. Un scaffolding supplémentaire a été réalisé sur
’assemblage le moins fragmenté en utilisant les données RNAseq via 'outil L_RNA_scaffolder

(Xue et al., 2013)).

4.3.3 Résultats

Séquencage
La description des données issues des différents séquencages est présentée dans l'article

"Comparative genomics applied to Mucor species with different lifestyles".
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Assemblage des génomes a partir de séquencage en paired end seul

Pour les génomes de M. fuscus et de M. racemosus, les meilleurs assemblages réalisés étaient
d’une qualité équivalente a celle des assemblages fournis par le BGI. Ces assemblages étaient
composés de 3 819 scaffolds (M. fuscus) et 3506 scaffolds (M. racemosus) de plus de 1000pb.
Le meilleur assemblage du génome de M. lanceolatus obtenu comptait 13 035 contigs de plus
de 200pb (6946 de plus de 1000pb). Cet assemblage a été obtenu avec SPADES utilisant un

assemblage préliminaire de CLC Genomics Workbench comme guide.

Description des données mate pair obtenues pour le génome de M. lanceolatus

Le script utilisant BWA a permis d’estimer la taille d’insert des données mate pair du génome
de M. lanceolatus a 5310pb +/-2911pb. L'assembleur CLC Genomics Workbench 1’estimait quant a
lui a 538pb. Lors du mapping des reads sur le génome le moins fragmenté de M. lanceolatus, 87%
d’entre eux ont pu étre alignés. Cependant, aussi bien la taille d'insert que 1'orientation des reads
d’une méme paire étaient extrémement variables selon les paires de reads considérées (Figure

4.2).
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Ficure 4.2 - Distribution de la taille d’insert des reads pairés mate pair de M. lanceolatus lors de leur

mapping sur ’assemblage de novo généré par SPADES en utilisant un assemblage préliminaire de

CLC genomic workbench comme guide. FR, RF et TANDEM font référence a l'orientation des reads
de la paire.
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Assemblage du génome de M. lanceolatus

A Texception de I'assembleur Velvet utilisé avec 'option "shortMatePaired", I'utilisation
conjointe des séquencages paired end et mate pair par les assembleurs testés a conduit a des

assemblages plus fragmentés que lorsque seules les données paired end étaient utilisées (Tableau

4.2).

Assembleur Séquencage Option # Scaffolds Scaffold Taille N50 N80
utilisé > 200pb max (kb)  (Mb) (kb) (kb)

SOAPdenovo PE M. fuscus - BJI 3819 142,3 40,6 27,3 9,8
SOAPdenovo PE M. racemosus - BJI 3506 161,9 46,9 24,9 13,0
PE par défaut 21918 42,0 57,4 6,6 2,4

SOAPdenovo2 o ¢ \ip par défaut 18 168 1759 81,2 17,5 5,8
PE genome guided CLC 13 035 67,5 49,2 7,7 4,1

SPADES PE & MP par défaut 20504 347,5 51,0 9,2 2,4

PE & MP filtrées genome guided CLC 20974 79,0 51,0 9,0 2,6

PE & MP genome guided velvet k67 14 452 304,5 52,2 28,7 3,8

PE par défaut 18 090 44,4 45,3 6,3 2,4

PE & MP clc sans estimations 17 687 47,9 46,4 7,6 2,8

CLC PE & MP clc estimations PE 18 457 47,9 46,6 7,3 2,5

PE & MP clc estimations MP 19903 46,7 51,3 7,6 2,6

PE & MP filtrées clc estimations MP 18 253 57,9 50,0 7,8 2,9

PE & MP k67 - shortMatePaired 7134 556,3 45,4 116,4 37,6

PE & MP k69 - shortMatePaired 7 385 937,2 45,6 114,1 30,8

Velvet PE & MP filtrées k67 - shortMatePaired 6 898 537,9 45,2 110,6 33,1

PE & MP filtrées k69 - shortMatePaired 7 044 802,0 46,1 107,1 35,7

PE & MP filtrées k71 - shortMatePaired 7 242 1026,6 46,0 108,0 36,4

TaBLEAU 4.2 — Assemblages du génome de Mucor lanceolatus réalisés en utilisant les données mate
pair (MP). Les assemblages des génomes de M. fuscus et M. racemosus alors a disposition sont grisés.
Les meilleurs assemblages pour les données paired end (PE) seules d'une part et MP et PE conjointes
d’autre part sont surlignés en vert. "MP filtrées" fait référence a la suppression de lectures conta-
minantes paired end présentes dans les données mate pair. "genome guided CLC" indique l'utilisation
de I'assemblage reconstruit avec les données PE seules avec CLC Genomics Workbench (options par
défaut) comme guide. "clc estimations PE" correspond au test en précisant la taille d’insert des
données MP a 500pb (taille d'insert de données PE). "clc estimations MP" correspond au test en
précisant la taille d’insert des données MP a 7 500pb. k# fait référence a la taille de K-mer utilisé

par I'assembleur, avec # le nombre de bases.

L'assemblage obtenu en utilisant Velvet avec 'option "shortMatePaired" et un K-mer de 67,
a été conservé. Le scaffolding supplémentaire a permis de diminuer le nombre de scaffolds de
6 898 a 6 566 (de plus de 200pb). Parmi ces 6 566 scaffolds, seuls 1 531 disposaient d"une taille
supérieure a 1000pb. Cet assemblage sera par la suite celui auquel on fera référence en tant

qu’assemblage du génome de M. lanceolatus.
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Assemblage du génome de M. endophyticus

L'assemblage le moins fragmenté a été obtenu avec Velvet avec K-mer de 85pb. Celui-ci apres
une étape de scaffolding était constitué de 159 scaffolds de plus de 1000pb (Tableau 4.3). Cet
assemblage sera utilisé par la suite. Cet assemblage présentait une faible taille de génome par
rapport aux autres especes mais ce résultat était cohérent avec les assemblages préliminaires

réalisés par les cinq assembleurs.

# Scaffolds Scaffold Taille N50 N80

Assembleur Option > 1000pb max (kb) (Mb) (kb) (kb) %N
Platanus - macrogen 406 539 32,5 125 61 0,06
CLC Genomics Workbench par défaut 816 422 34,2 108 50 1,5
SOAPdenovo2 par défaut 256 3164 39,6 648 341 15,35
SPADES genome guided Platanus 307 1349 34 497 209 0,23
Velvet k85 161 4526 35 1957 910 2
Velvet k85 LNRA 159 4526 35 1957 910 2

TaBLEAU 4.3 — Assemblages du génome de Mucor endophyticus testés. L'assemblage utilisant Platanus

est celui généré par Macrogen avec le séquencage des données. L'assemblage de SPADES a été

généré en utilisant I’assemblage de Platanus comme guide. LNRA : scaffolding supplémentaire
avec l'outil L_RNA_scaffolder.

4.3.4 Conclusion et discussion

Au cours de 'assemblage des génomes des quatre souches de Mucor, des difficultés ont
été rencontrées pour l'assemblage du génome de M. lanceolatus UBOCC-A-109153. En effet,
sur le séquengage en paired end seul, malgré une profondeur de séquencage deux fois plus
importante pour le génome de M. lanceolatus que pour les génomes de M. fuscus et de M.
racemosus, 1’assemblage du génome de M. lanceolatus obtenu était deux fois plus fragmenté
(~7000 scaffolds) que ceux de M. racemosus (~3500 scaffolds) et M. fuscus (~3800 scaffolds). La
fragmentation d"un assemblage est souvent due a des répétitions dans les génomes (Peona et al.,
2018; Dominguez Del Angel et al., 2018). Ce résultat suggeére donc que la composition et/ou le
taux de répétition est plus important dans le génome de M. lanceolatus que dans les génomes de
M. racemosus et M. fuscus, ce qui a été confirmé par la suite (Figure 2C de l’article). Pour améliorer
I’assemblage du génome de M. lanceolatus, un séquencage en mate pair a été réalisé. Cependant,
cette librairie mate pair était contaminée par des paired end. Dans ce type de contamination, les
lectures erronées se comportent comme des lectures paired end : orientation opposée par rapport
aux mate pair et taille d'insert bien plus courtes (Sahlin et al., 2016), ce qui correspondait au

premier pic (en rouge) de la Figure 4.2. Ces contaminations sont liées a la préparation de la
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librairie mate pair : durant sa création, une fraction inconnue de fragments qui ne contiennent
pas de jonctions permettant la circularisation est séquencée. Les contaminations des données
mate pair par des paired end peuvent conduire a des erreurs d’assemblage et notamment des

problemes liés a l'ordre relatif des contigs les uns par rapport aux autres (Figure 4.4).
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TaBLEAU 4.4 — Impact des contaminations PE dans des données MP. Gauche : deux positionnements

possibles des contigs si on ne connait pas 'orientation relative des lectures pairées représentées. A

droite : I'assemblage des contigs correspondants. "5" et "3" correspondent au 5’ et 3" de la séquence.
Cette figure est extraite de publication de Sahlin et al. (2016)

Parmi les assembleurs testés (SOAPdenovo2, SPADES, CLC Genomics Workbench et Velvet),
seul I'assembleur Velvet disposait d’'une option permettant de tenir de compte et filtrer les
lectures paired end potentiellement contaminantes dans une library mate pair (option "shortMate-
Paired") ce qui explique les meilleurs résultats de Velvet par rapport aux autres assembleurs. Au
final, les quatre génomes des souches séquencés, a savoir M. fuscus UBOCC-A-109160, M. lan-
ceolatus UBOCC-A-109153, M. racemosus UBOCC-A-109155 et M. endophyticus UBOCC-A-113049
(CBS 385-95), ont été assemblées en 3819, 1531, 3506 et 159 scaffolds respectivement.
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4.4 Mise en évidence de longues régions génomiques dépourvues
d’annotations de génes et éléments répétés

44.1 Introduction

Au cours de I'annotation experte, des sections génomiques sans annotations ont été détectées
(d"une taille allant jusqu’a 65kb dans le génome de M. lanceolatus). La présence de ces régions est
d’autant plus surprenante que lorsque I'on observe les régions géniques des génomes de Mucor a
disposition, les génes sont rarement séparés par plus de 1000pb. Ces régions blanches présentées
dans l'article "Comparative genomics applied to Mucor species with different lifestyles" (section 4.2),
ont fait 'objet de recherches qui n’ont pas été développées dans 'article mais seront présentées

ici.

4.4.2 Matériels et méthodes

Recherche de genes non annotés sur la région de 65kb sans annotations

Les recherches ci-aprés se basent principalement sur les données produites dans le cadre
de l'article. L'absence de modeles de genes, a savoir les prédictions des prédicteurs ab initio de
Genemark-ES et Augustus, qui n’auraient pas été retenus par EvidenceModeler (outil permettant
d’obtenir une annotation consensus a partir de multiples modeles de genes, données d’homolo-
gies et d’expression) a été vérifiée. La présence de genes exprimés sur la région a été recherchée
d’une part par un mapping RNAseq sur le génome de M. lanceolatus avec STAR, d’autre part
par le mapping des transcrits reconstruits de novo avec Trinity (chapitre 2) sur le génome avec
gmap. Des recherches d’éléments disposant d’homologies avec les bases protéiques sur la région

d’intérét a été vérifiée.

Recherche de caractéristiques particuliéres associées a la séquence

Dans un premier temps, un biais lié a I’assemblage dans la région a été recherché : (i) en
identifiant son pourcentage de base ambigiies (N), (ii) en comparant le pourcentage de GC de
la région a celui du reste du génome, (iii) en cherchant si la couverture en reads génomiques
était cohérente entre cette région et le reste du génome. Cette derniére vérification a été réalisée
par mapping des données de séquengage génomique (DNAseq) de M. lanceolatus sur la région
génomique sans annotation avec Bowtie. Par la suite, un dot plot de la séquence contre elle

méme a été réalisé pour identifier la présence d’éventuelles répétitions.
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répétés

Recherche de correspondances

Une correspondance avec les bases de données a été recherchée par BLASTn et BLASTx entre
la base protéique et nucléotidique non redondante du NCBI (nr et nt) et la séquence de la région
sans annotations (entiére et fragmentée). L'ensemble de la région sans annotation et un de ses
fragment (de 8kb) ont été recherchés par BLASTn sur I'ensemble des génomes de M. fuscus, M.

lanceolatus, M. racemosus, M. endophyticus et M. circinelloides.

Estimation du nombre et de la taille de ces régions sans annotations

Des régions sans annotations ont été recherchées chez R. delemar et P. blakesleeanus sur 1'in-
terface d’annotation du JGI (https://genome. jgi.doe.gov/programs/fungi/index. jsf). La
distribution de la taille des régions entre les annotations (génes et éléments répétés) a été ob-
servée chez les dix Mucor et deux Rhizopus microsporus (anciennement nommés M. racemosus)

étudiés.

4.4.3 Résultats

Recherche de genes non annotés sur la région de 65kb sans annotations

Aucune trace d’expression de genes sous la forme d"un mapping RNAseq ou de transcrits
reconstruits de novo n'a été identifiée sur la région. Les deux prédicteurs de genes ab initio
(augustus et genemark-ES), n'ont pas prédit de genes sur la région. Aucun mapping de protéines
recensées dans les bases de données (Swissprot/Uniprot, Uniref90 et protéome prédits de M.

circinelloides, R. delemar et P. blakesleeanus) n’a été identifié sur la région.

Recherche de caractéristiques particulieres associées a la séquence

La région génomique sans annotations est couverte de fagcon homogene et similaire a des
régions géniques par les reads lors du mapping des données DNAseq sur génome. La région ne
présente pas de différence en terme de pourcentage GC par rapport au reste du génome bien

qu’environ 15% de la séquence soit constituée de bases ambigués.

Un dot plot de la séquence contre elle méme (Figure 4.3) a permis de mettre en évidence des
sections largement répétées composées de tres petites répétitions (les "carrés" dans le dot plot
de la Figure 4.4) et des régions non répétées (début et fin de la séquence de la Figure 4.3, sans

correspondance dans la séquence).
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Ficure 4.3 — Dot plot d'une région du génome de M. lanceolatus de 65kb sans annotations (60kb

présentés ici) contre elle méme. Chaque point représente une correspondance entre les deux

séquences comparées. La diagonale centrale correspond a l'alignement de la séquence contre elle

méme, les sections blanches dans cette diagonale correspondent aux bases ambigués. Les points
en dehors de cette diagonale principale correspondent aux motifs répétés dans la séquence.

Recherche de correspondances

Aucune correspondance n’a été retrouvée sur tout ou une partie de la séquence ni contre

nr/nt ni dans le génome d’origine (M. lanceolatus) ni dans les génomes des quatre autres Mucor

alors étudiés (M. fuscus, M. lanceolatus, M. racemosus, M. endophyticus et M. circinelloides).

Estimation du nombre et de la taille de ces régions sans annotations

La distribution de la taille des régions entre les annotations (genes et éléments répétés) a

été présentée dans 'article (Figure 1, de I’article présenté en 4.2). Des régions sans annotations

supérieures a 5kb ont été observées également chez R. delemar et P. blakesleeanus.
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4.4.4 Discussion

De multiples et longues régions sans annotations ont été identifiées au sein des génomes des
souches de Mucor étudiées. Pour mieux les caractériser une des plus grande région détectée de
ce type a été analysée. La région sélectionnée était présente dans le génome de M. lanceolatus et

s’étendait sur 65kb.

Cette étude a permis de montrer que 1’absence d’annotation au niveau de cette longue région
n’était pas due a un biais d’assemblage (mapping DNAseq homogene avec les parties géniques,
bases ambigués concentrées sur certaines parties de la séquence), qu’il ne s’agissait probablement
pas de l'introduction d’un fragment d’ADN contaminant par 1’assembleur (pas de biais du
pourcentage GC), que cette absence n’était pas non plus associée a un probléme d’annotation
(absence de modeéles de génes, de marques d’expression génique et de correspondance avec des
protéines des bases de données) et qu'une partie de la séquence était composée de motifs répétés
tres courts. Ce type de région sans annotations est présent dans les 14 génomes observés (les 10
Mucor spp. del'étude, les deux R. microsporus, R. delemar et P. blakesleeanus), cependant ces régions
semblent différentes en terme de composition de séquences (pas de correspondances détectées
entre elles ni avec les bases de données). Il reste a déterminer leur role et I'avantage évolutif
de conserver de telles régions. Parmi les différentes hypothéses, ces régions peuvent avoir un
intérét pour la structuration tridimensionnelle de la chromatine, la plasticité du génome ou elle
peuvent encore contenir des structures fonctionnelles inconnues et/ou non détectées par les

méthodes utilisées.

4.5 Expansions et contractions des familles de genes au sein des Mucor
spp.

4.5.1 Introduction

Afin d’identifier les familles de genes et/ou fonctions associées a une potentielle adaptation
au milieu, des analyses sur les expansions et contractions de famille de génes ont été engagées.
Ces analyses, actuellement en cours, et dont les premiers résultats ont été présentés dans l'article
"Comparative genomics applied to Mucor species with different lifestyles" (section 4.2) ont permis, au
travers des analyses préliminaires, de dégager des pistes intéressantes sur I'évolution des Mucor
spp.. Ces analyses préliminaires font 1'objet de cette partie. Ces analyses se décomposent en trois

parties : la premiere a été réalisée a 1'échelle du sous-phylum Mucoromycota avec Notung, la
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deuxieme se focalise sur le genre Mucor avec DupliPHYML et la troisiéme a pour objet de mieux
comprendre les événements d’expansions et contractions de familles de génes au sein du genre
Mucor et plus particulierement au sein du clade alors formé par M. racemosus et les souches
CDC-B9645 et CDC-B9738 (alors identifiées comme M. racemosus (Chibucos et al., 2016)) mais

ensuite réassignée a l'espéce R. microsporus (Gryganskyi et al., 2018)).

4.5.2 Matériels et méthodes

Analyse préliminaire de I’expansion/contraction des familles de génes a 1’échelle du sous-
phylum Mucoromycota

En complément des quatres souches de Mucor séquencées pour le projet, douze souches
d’espéces appartenant aux Mucoromycota dont les génomes étaient disponibles sur le portail

du JGI ont été utilisées (Tableau 4.5).

Référence
Uehling et al., 2017
Mondo et al., 2017

Sous-division
Mortierellomycotina
Mortierellomycotina

Souche
Mortierella elongata AG-77 v2.0
Lobosporangium transversale NRRL 3116 v1.0

Rhizophagus irregularis DAOM 181602 v1.0
Hesseltinella vesiculosa NRRL3301 v2.0

Absidia repens NRRL 1336 v1.0

Lichtheimia corymbifera JMRC:FSU:9682
Syncephalastrum racemosum NRRL 2496 v1.0
Phycomyces blakesleeanus NRRL1555 v2.0
Saksenaea vasiformis B4078

Rhizopus microsporus ATCC11559 v1.0

Rhizopus microsporus var. chinensis CCTCC M201021
Mucor circinelloides CBS277.49 v2.0

Glomeromycota
Mucoromycotina
Mucoromycotina
Mucoromycotina
Mucoromycotina
Mucoromycotina
Mucoromycotina
Mucoromycotina
Mucoromycotina
Mucoromycotina

Tisserant et al., 2013
Mondo et al., 2017
Mondo et al., 2017
Schwartze et al., 2014
Mondo et al., 2017
Corrochano et al., 2016
Chibucos et al., 2016
Lastovetsky et al., 2016
Wang et al., 2013
Corrochano et al., 2016

M. endophyticus CBS 385-95 ( UBOCC-A-113049)
M. fuscus UBOCC-A-109160

M. lanceolatus UBOCC-A-109153

M. racemosus UBOCC-A-109155

Mucoromycotina
Mucoromycotina
Mucoromycotina
Mucoromycotina

cette étude
cette étude
cette étude
cette étude

TasLEAaU 4.5 — Liste des souches utilisées dans 1’analyse d’expansion/contraction de familles de
genes portant sur les Mucoromycota. En rouge sont indiquées les souches dont les génomes ont

été séquencés dans le cadre de cette étude.

Les familles de génes et I’arbre des especes reconstruit avec OrthoFinder v1.1.8 ont été utilisés
par Notung pour prédire les expansions et contractions de familles de génes. Les GO terms des
genes présents dans les familles présentant une expansion ou une contraction chez 'ancétre
le plus proche des especes technologiques (M. fuscus et M. lanceolatus) ont été extraits puis

représentés de maniére synthétique a 1’aide de 1'outil REViGO.
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Analyse des expansions/contractions de familles de génes a 1’échelle du genre Mucor

Une deuxieme analyse a été réalisée. Dans un premier temps, celle ci portait uniquement sur
les quatre génomes des especes de Mucor séquencés dans le cadre de ce projet : M. fuscus UBOCC-
A-109160, M. lanceolatus UBOCC-A-109153, M. racemosus UBOCC-A-109155 et M. endophyticus
CBS 385-95; ainsi que la souche de référence M. circinelloides CBS 277.49.

Dans un second temps, cette analyse a été étendue au sept autres génomes disponibles alors
identifiés comme appartenant au genre Mucor et dont les annotations étaient accessibles, a savoir
M. circinelloides souches CDC-B8987, 1006PhL, CDC-B5328 et NBRC 6742, M. indicus CDC-B7402
et les souches CDC-B9738 et CDC-B9546 (Tableau 2 de 1'article "Comparative genomics applied to
Mucor species with different lifestyles" (section 4.2)).

Dans les deux cas, les familles de génes ont été reconstruites avec OrthoFinder v2.2.0 puis
I’arbre phylogénétique a été reconstruit selon la méthodologie présentée dans 1’article (section
4.2). Brievement, l'arbre a été reconstruit d’une part selon une approche par maximum like-
lihood avec RaxML et d’autre part par une approche bayésienne avec PhyloBayes a partir des
orthologues du core genome présents en une seule copie dans chacune des espéces. Les recherches
d’expansions/contractions de familles de génes ont été réalisées avec DupliPHYML. Les génes
associés aux sidérophores ont été recherchés par mots clefs (iron transporters, siderophores) dans
les annotations a disposition. Les expansions et contractions des familles de genes identifiés

comme drug transporters ont été recherchées manuellement.

Analyse sur les Mucor avec CAFE

Un autre outil a été utilisé (CAFE), I'analyse associée correspond a celle présentée dans
l'article "Comparative genomics applied to Mucor species with different lifestyles" (section 4.2). CAFE
nécessite un arbre calibré sur une échelle de temps (arbre ultramétrique) ce qui a été réalisé avec
le programme r8S en se basant sur ’arbre généré précédemment avec RAXML et ’estimation de
I'origine de R. delemar et P. blakesleeanus & 468MY (Zhou et al., 2014). I sera fait référence par la
suite en tant que "groupe dupliqué" au groupe contenant les souches CDC-B9645 et CDC-9738

et I’ancétre direct de ces deux souches.

Ala différence de DupliPHYML, CAFE permet (i) de prendre en compte la distance évolutive
entre les espéces, (ii) d’assigner une vitesse de gain et perte de génes différente entre groupes
d’especes spécifiés par 1'utilisateur, (iii) de séparer I’estimation de la vitesse de gain de génes de

celle de perte de génes (par défaut la vitesse moyenne de gain et perte de génes est considéré
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comme identique) et (iv) d’identifier les familles de génes pour lesquelles une expansion ou

contraction est significativement plus importante qu’attendue.

Différentes analyses ont été réalisées avec CAFE : (I) en estimant une méme vitesse de
gain/perte de génes pour toutes les especes, (II) en spécifiant la présence de deux groupes ayant
des vitesses de gain/perte de genes différentes, le groupe dupliqué d'une part et les autres
espéces d’autre part, (III) en spécifiant la présence de quatre groupes ayant des vitesses de gain
de genes différentes, (i) la souche CDC-B9645, (ii) la souche CDC-9738, (iii) ’ancétre des deux
souches précédentes et (iv) les autres especes, (IV) en séparant les analyses entre le groupe
dupliqué d’une part et le reste de I’arbre d’autre part, ces deux analyses étant réalisées estimant
une méme vitesse de gain/perte de genes pour les espéces considérées. (V) Toutes les analyses
précédentes ont été réalisées de nouveau en spécifiant des vitesses différentes entre gains et

pertes de génes.

Afin de vérifier que I'augmentation du nombre de parameétres décrivait mieux les données

qu'un seul, un test de vraisemblance réalisé par CAFE avec 100 simulations a été réalisé.

4.5.3 Résultats

Analyse préliminaire de 1’expansion/contraction des familles de génes a 1’échelle du sous-
phylum Mucoromycota

La majorité des duplications et pertes de génes étaient prédites sur les noeuds terminaux de
I'arbre phylogénétique (au niveau des espéces) (exemple du groupe des Mucor en Figure 4.4).
Dans le groupe des Mucor, M. fuscus présentait 1405 duplications de genes (Figure 4.4 a gauche),

ayant eu lieu dans environ 350 familles de genes (Figure 4.4 droite).

Parmi les prédictions d’expansion et contraction de familles de génes, 248 pertes de genes et
29 duplications ont été prédites chez 1’ancétre le plus proche des especes technologiques (n17
sur la Figure 4.4). Les 29 génes dupliqués étaient impliqués dans la fixation d’ions métalliques
(Zinc notamment) ou correspondaient a des peptidases (endopeptidase aspartique notamment),
des acetyltransferases, et des éléments liés aux ribosomes et aux rétrotransposons. Les GO terms
associés aux 248 genes perdus ont été synthétisés et sont présentés en figure 4.5. Ces résultats

seront développés par la suite dans ce manuscrit.
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FiGUre 4.4 — Représentation schématique des prédictions des gains et pertes de génes au cours de
la spéciation des cinq Mucor spp. étudiées. A gauche, nombre de duplications, pertes et transferts
horizontaux prédits pour chacune des espéces et leurs ancétres. A droite, nombre de familles
de geénes ayant subi un événement de duplication. MF : M. fuscus. ML : M. lanceolatus. MR : M.
racemosus. MC : M. circinelloides. ME : M. endophyticus. Un triangle jaune indique la présence de 5 a
10 transferts horizontaux prédits. Un triangle rouge de 20 a 65 transferts horizontaux prédits.

Ficure 4.5 — Syntheése des GO terms de type Biological Process annotés sur les 248 geénes perdu chez
I'ancétre le plus proche des espéces technologiques (noeud n17 en figure 4.4).
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Analyse des expansions/contractions de familles de génes a 1’échelle du genre Mucor

Les résultats associés a cette analyse sont présentés en Figure 4.6. Des différences impor-
tantes avec les prédictions de Notung a 1’échelle des Mucoromycota ont été observées : dans
cette analyse, les gains et pertes de génes étaient répartis de facon plus uniforme dans l'arbre
phylogénétique. Par exemple, 1a ot I'ancétre le plus proche des espéces technologiques arbo-
rait 29 genes dupliqués dans 'analyse sur les Mucoromycota avec Notung, 648 génes ont été

identifiés comme étant dupliqués dans cette analyse focalisée sur les Mucor avec DupliPhyML.

Total Total Overall

Orphan . .
gain  loss gain

+384/-1080
M. lanceolatus

+648/-604 384 1582 -2184 -602
+1269/-490
M. fuscus 750 2467 -1594  +873
+550/-500
+230/-520 M.racemosus 420 1462 -1441 21
+682/-421
+10874
+899/-1069 M. circinelloides 820 2131 -1990 141
+212/-311 ,
R M. endophyticus 723 212 -311 -99
0.03
Nbr proteins
Total Total Overall
Orphian gain  loss gain
+312/-705
M. lanceolatus 384 1018 -1409 -391
+318/-505
+488/-452
M. fuscus 750 1194 -1156 38
+388/-352 |
+172/-473 M. racemosus 420 1077 -1021 56
+517/-196
+8130 |
+586/-815 M. circinelloides ~ 820 1491 -1364 127
+125/-280
Y M. endophyticus 723 125 -280  -155

Nbr of impacted orthogroups

FiGure 4.6 — Prédiction des expansions et contractions de familles de génes au cours de ’évolution

des Mucor au travers de cing espéces représentatives du genre. En haut estimation du nombre de

genes gagnés et perdus au cours de cette évolution. En bas, le nombre de famille de génes ayant
subit des expansions et contractions au cours de 1’évolution de ces cinq Mucor.

La recherche de génes associés aux sidérophores (acquisition du fer) a permis de montrer
que ces genes étaient dupliqués principalement chez les espéces pathogénes opportunistes et

en particulier chez M. circinelloides (Figure 4.7 gauche). Chez M. lanceolatus, on note une perte et
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deux acquisitions de gene associés aux sidérophores. De fagon plus spécifique, lors d"une autre
recherche, une famille de gene liée a un "drug transporter" a été perdue chez ’ancétre des espéces

technologiques (Figure 4.7 droite).

f#igenes
+2/-1 {4 #igenes
ML oML

-1 38 1 0
- MF 37 - MF 0

1 MR 43 -
. 6 ] MR 1

+ +1 '

11 me o ss - MC 1
- ME 38 . ME 1

Ficure 4.7 — Expansions et contractions de familles de genes A gauche les génes associés a des
sidérophores, a droite famille de "drug transporter". ML : M. lanceolatus. MF : M. fuscus. MR : M.
racemosus. MC : M.circinelloides. ME : M. endophyticus.

Lors de l’extension de l'analyse aux huit autres Mucor, les résultats associés aux espéces
proches de la racine (M. endophyticus, M. lanceolatus, M. fuscus et leurs ancétres directs) étaient
en accord avec l’analyse restreinte aux cinq espéces. Cependant, des estimations incohérentes
étaient obtenues pour le clade associé a M. racemosus : M. racemosus UBOCC-A-109155, M. race-
mosus B9738 et M. racemosus B9645 (ces deux derniéeres souches ayant été par la suite réassignées
a l'espéce R. microsporus). En effet ’ancétre identifié a l'origine de ce clade ainsi que le noeud

terminal de la souche B9645 possédaient une estimation d’aucun gain ni perte de gene (Figure

4.8).
Analyse sur les Mucor avec CAFE

Le nombre global d’expansions et contractions de familles de genes prédits par CAFE était
bien moindre que lors des analyses précédentes. La plupart des expansions de familles de
geénes prédites étaient localisées au niveau des noeuds terminaux (Figure 4.9) tandis que les
contractions de familles de génes étaient répartis de fagon plus homogeéne. Lors de la vérification
de la vraisemblance des prédictions, 1"utilisation de quatre vitesses de gains/pertes de géenes
expliquait mieux la taille et composition des familles de genes observées au sein des espéces

étudiées, puis deux vitesses de gains/pertes de génes et enfin une vitesse globale.
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P blakesleeanus NRRL1555 2091/-2162

557~ R. delemar RA-99880 3932/ -1789

M. endophyticus CBS 385-95 981/-615

M. fuscus UBOCC-A-109160 1548/-374

M. lanceolatus UBOCC-A-109153 506/-600
M. indicus CDC-B7402 2404/-2209

49731268 CDC-B9738 * 6544/-046

CDC-B9645 * 0/0
192/-132 00

M. racemosus UBOCC-A-109155 647 /-432

M. circinelioides CBS 277.49 1048/-661

443142 54/-11
M. ambiguus NBRC 6742 627/-726
5/-2
M. circinelloides CDC-B5328 363/-1624

234/-82 3
M. circinelloides 1006PhL 185071

194400 M. circinelloides CDC-B8987 40341327

0.07

Ficure 4.8 — Estimation des expansions et contractions de familles de génes prédits avec Dupli-

PHYML au sein du genre Mucor. * Les souches CDC-B9645 et CDC-B9738 étaient lors de cette étude

identifiées comme étant des M. racemosus (Chibucos et al., 2016) mais ont été par la suite assignées
a l’espéce Rhizopus microsporus (Gryganskyi et al., 2018).

Paramétre unique gains = pertes

P. blakesleeanus NRRL1555 +763/-4262
R. delmar RA-99880 +1909/-3471
M. endophyticus CBS 385-95 +345/-2566

M. fuscus UBOCC-A-109160 +364/-472
+195/-2212

N +42/-19]
+26/-106

M. lanceolatus UBOCC-A-109153 +198/-736
M. indicus CDC-B7402 +1512/-3815
M. racemosus UBOCC-A-109155 +158/-1412
+5/-17 t821°97%  pcposas * +726/-1119
+2915/-350
CDC-BO738 * +4299/-154
+174/-368 M circinelloides CDC-B8987  +185/-1424
+87/-322
M. circinelloides 1006 PhL +335/-86
+83/977

M. circinelloides CDC-B5328 +165/-1839

+16/-20
3; Q:M. circinelloides CBS 277.49 +384/-694
+ o
M. ambiguus NBRC 6742 +162/-842

1 |
468 200 100 0
Millions d'années

Ficure 4.9 — Expansions et contractions de familles de génes prédites par CAFE avec une seule

vitesse de gains et pertes de génes précisée. Les souches séquencées pour cette étude sont présentées

en bleu. Des marqueurs bleu sur l'arbre indiquent le groupe dit "dupliqué". * souches identifées

par Chibucos et al. (2016) comme étant des M. racemosus, et par Gryganskyi et al. (2018) comme
étant des R. microsporus.
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Trois points principaux se dégageaient de 1’analyse réalisée : une perte massive de génes
chez I'ancétre des souches appartenant aux espéces utilisées en affinage des fromages, des
variations importantes entre les M. circinelloides (le nombre de perte de genes entre le groupe
contenant les souches 1006PhL et CDC-B8987 et le groupe composé des autres M. circinelloides
était environ trois fois plus important qu’entre le groupe associé aux M. racemosus et le groupe

des M. circinelloides) et la répartition des gains de genes au sein du groupe dupliqué.

Quelle que soit I'approche, les prédictions de contractions de familles de génes étaient simi-
laires, cependant des différences notables étaient présentes pour les prédictions d’expansions de
familles de génes au niveau du groupe dupliqué. Globalement, deux profils étaient observés : soit
une partie des expansions étaient prédites sur I’ancétre des deux souches dupliquées et l'autre
partie sur le noeud terminal correspondant a la souche CDC-B9738 (tableau 4.6A,B,C), soit les
expansions étaient reportées sur les noeuds adjacents (ancétre des M. racemosus par exemple)
et des noeuds terminaux (tableau 4.6D,E). Le premier cas était observé lors de la prédiction de
vitesses équivalentes entre gains et pertes de génes, le second cas lorsque les pertes de génes

étaient estimées indépendamment des gains de genes.

quatre  vitesses de
gains de génes : un par
noeud du groupe
dupliqué et un pour

deux vitesses de gains
de génes: groupe
dupliqué / autres

une vitesse globale

souches

les autres souches

Vitesse de gain et perte
de génes estimée
conjointement

A

Mr (158)
82__ Boe4s (726)
2015
B9738 (4299)

Mr (159)
B9645 (1020)
B9738 (4578)

9

c

Mr (166)
54___ Bogas (734)
3034
B9738 (4312)

Vitesse de gain et perte
de génes estimée
séparément

[v] w
[9))
N
(s3]
O]
=

Mr (98)
5827 poeas (0)
0
B9738 (0)

E
Mr (188)
B9738 (6837)

TaBLEAU 4.6 — Impact des paramétres de CAFE sur les prédictions des expansions de familles de
genes associées au groupe dupliqué et de 'espece la plus proche de ce groupe : M. racemosus
UBOCC-A-109155 (Mr).
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4.5.4 Discussion

Les différentes analyses réalisées ont permis d’obtenir des estimations d’expansions et
contractions de familles de génes au sein du genre Mucor. Les résultats de la premiere ana-
lyse portant sur les Mucoromycota montraient que les prédictions d’expansions et contractions
se concentraient au niveau des noeuds terminaux (espéces) voire sub-terminaux (noeuds vers
des especes proches phylogénétiquement) alors qu’en amont (cas des noeuds n23 et n21 en
Figure 4.4), relativement peu de contractions/expansions étaient prédites (cas des noeuds n23 et
n21 en Figure 4.4). Ce profil asymétrique inhabituel pourrait s’expliquer biologiquement par une
faible contribution évolutive des expansions/contractions lors de 1’émergence et de 1’évolution
du genre Mucor. Le moteur évolutif n’aurait alors pas tant reposé sur des processus d’expan-
sion/contraction de familles de génes que sur, par exemple, des modifications de genes (via
des mutations non synonymes menant a des modifications de I’activité des enzymes codées ou
a leur spécificité) ou de leur expression via leur régulation. Toutefois, au vu de 'importance
des processus de duplication de génes en tant que force évolutive (Zhang, 2003), cette derniere
hypothése concernant leur faible contribution au cours de 1’évolution chez les Mucor reste peu
probable et incite a considérer que la dissymétrie observée repose sur un biais analytique. Ce
biais potentiel nous a conduit par la suite dans un premier temps a focaliser I'étude uniquement
sur le genre Mucor et dans un second temps a tester un autre outil permettant d’estimer les

expansions et contractions de familles de genes.

Malgré des différences entre les prédictions des outils, différentes caractéristiques étaient
retrouvées. Par exemple, au niveau du noeud correspondant a l’ancétre le plus récent des
souches M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. fuscus UBOCC-A-109160 (souches appartenant
aux especes utilisées pour 'affinage de fromages), un grand nombre de contractions de familles
de genes a été prédit tandis qu'un nombre restreint d’expansions a été identifié (résultats de

Notung (Figure 4.4) et CAFE (Figure 4.9)).

Parmi les expansions de familles de genes, sont notées des peptidases, genes codant des
protéines pouvant jouer un role important dans I’exploitation du substrat "matrice fromagere"
et pour la génération d’ardmes (Sousa et al., 2001; Ardo, 2006) ainsi que des genes codant des
protéines associées a la fixation d’ions métalliques, déja identifiés comme permettant un avan-
tage sélectif chez Glutamicibacter arilaitensis sur milieu fromager (Monnet et al., 2010). L'acces
aux ions métalliques est également critique dans d’autres milieux. L'expansion des génes liés a

'acquisition du fer est notamment important chez les pathogenes opportunistes (Gerwien et al.,
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2018). La recherche des genes associés codant des sidérophores (étude avec DupliPHYML sur
cinq souches) a montré une importante expansion de ces genes chez les espéces pathogenes
opportunistes (M. racemosus UBOCC-A-109155 et M.circinelloides CBS 277.49) et chez M. circi-
nelloides CBS 277.49 en particulier (souche la plus virulente de cette analyse). Une analyse plus
poussée sur les génomes des dix souches de Mucor a disposition, présentée dans le cadre de
l'article présenté plus tot (section 4.2), a confirmé I'expansion de familles de genes impliquées
dans l'acquisition du fer (sidérophores et acquisition par réduction du fer notamment) chez les
espéces pathogenes opportunistes. Cette analyse montre que chez les Mucor 1’acquisition du
fer peut étre un élément important pour la pathogénicité de 1’espece. On note également lors
de la premiere recherche des sidérophores que la souche de M. lanceolatus UBOCC-A-109153
présentait a la fois expansion et contraction de genes associés a cette famille ce qui interroge
sur une éventuelle spécialisation de ces génes impliqués dans l'acquisition du fer au sein de la
souche M. lanceolatus UBOCC-A-109153 appartenant a une espéce jusqu’a présent uniquement

retrouvée sur fromage.

Lors des analyses réalisées, un grand nombre de perte de génes a été prédit sur ’ancétre
des souches M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. fuscus UBOCC-A-109160. Parmi les fonctions
associées aux pertes de génes (pertes identifiées avec Notung), on note surtout des génes associés
a la réponse au stress dont la présence pourrait étre sélectivement moins avantageuse en milieu
fromager que dans I'environnement naturel aux conditions moins stables. De méme, des familles
de genes impliquées dans le transport de drogues, et donc permettant potentiellement une résis-
tance a des éléments toxiques, ont été spécifiquement perdues chez ces deux souches retrouvées
sur fromage. Il a déja été suggéré que les familles de genes li€es a la résistance au stress étaient
en général davantage sujettes aux expansions/contractions (Wapinski et al., 2007). Hormis ces
genes associés a la réponse au stress, des génes aux fonctions diverses semblaient étre perdus.
Dans le cas d’especes qui pourraient étre considérées comme technologiques (Morin-Sardin
et al., 2016), ces pertes de genes pourraient étre dues a un relachement global des contraintes
sélectives sur des populations restreintes a I’environnement fromager conduisant d’une part a
des pertes de genes et des contractions de familles de genes (voir Demuth and Hahn (2009), et
d’autre part a une sélection forte par I'environnement fromager ou par 1’homme pour un faible

nombre de trait d'intérét.

Un autre point d’intérét est le nombre important d’expansions et contractions de familles

de genes détectées au sein du groupe des M. circinelloides. Ce résultat supporte une éventuelle
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scission future de 'espéce M. circinelloides en plusieurs especes distinctes correspondant aux

différentes formes de 1'espéce actuelle (Pawlowska et al., 2013).

Enfin, I'évolution des familles de génes au sein du clade alors identifié comme correspon-
dant a I'espéce M. racemosus (souches UBOCC-A-109153, CDC-B9645 et CDC-B9738) s’est révélé
complexe. Au début de 'étude le nombre de genes bien plus important chez les deux souches
CDC-B9645 et CDC-B9738 suggérait un niveau de ploidie différent des autres souches. Ces
modifications peuvent étre dues a la duplication compléte ou importante soit du génome de
I’ancétre des deux souches, soit de chacune des souches de fagon indépendante ou encore a une
hybridation. Cette augmentation massive du nombre de génes sur deux noeuds terminaux de
I’arbre phylogénétiquement proches mais disposant d’un nombre de genes significativement
différents (25% de moins chez la souche CDC-B9645 que chez la souche CDC-B9738) semblait
générer un biais analytique impactant également les prédictions associées aux noeuds proches.
Les résultats obtenus avec CAFE semblaient pallier ce probléeme. Environ 4000 genes étaient
identifiés comme propre a la souche CDC-B9738 et jusqu’a 1000 genes propres a la souche CDC-
9645. Ce résultat peut étre expliqué par une perte importante de genes chez les deux souches
de facon indépendante apres 1’hypothétique gain de genes massif ayant eu lieu chez leur an-
cétre commun. Au cours de cette étude le placement phylogénétique des souches CDC-B9645
et CDC-B9738 a été identifié comme proche de M. racemosus UBOCC-A-109153 correspondant a
I’analyse de Chibucos et al. (2016). Cependant une analyse récente de Gryganskyi et al. (2018)
plagait ces deux souches comme étant proche de R. microsporus, ce résultat supporte ’hypothese
d’une hybridation entre deux espéces, 'une proche d"un M. racemosus et ’autre proche d’un R.

microsporus.
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4.6 Discussion et conclusion de ’approche génomique présentée

L'obtention du génome de quatre souches appartenant a quatre especes de Mucor pour
lesquelles ce type d'information n’a jamais été accessible publiquement et qui sont associées a des
habitats et niches écologiques distinctes a permis d’étendre les connaissances sur le genre Mucor.
Ces connaissances sont d’autant plus importantes que jusqu’a présent seuls les génomes de trois
espéces du genre sont disponibles publiquement : M. irregularis (deux souches), M. indicus (une
souche) et M. circinelloides (six souches) (Findley et al., 2013; Tang et al., 2016; Chibucos et al.,
2016; Corrochano et al., 2016). Parmi ces génomes, seuls six disposent d’annotations accessibles
publiquement (ou obtenus sur demande), ces six génomes correspondant a cinq souches de M.
circinelloides et a la souche de M. indicus. Il s’agit de la premiere étude génomique qui s’'intéresse
spécifiquement au genre Mucor, qui inclut plus de deux especes du genre et qui intégre des
souches venant de milieux non cliniques (Chibucos et al., 2016; Corrochano et al., 2016; Tang
et al., 2016; Lopez-Fernandez et al., 2018) permettant par la méme d’avoir plus de recul sur
le genre Mucor dans sa diversité. Au travers de 1’étude réalisée, des particularités structurales
ont pu étre détectées de méme que des marques d’une potentielle adaptation a I'habitat et/ou
niche écologique des espéces et en particulier concernant la pathogénicité. Ces travaux auront
un intérét, aussi bien dans les domaines de ’agroalimentaire ; en effet, les Mucor sont impliqués
dans des pertes importantes de produits agroalimentaires bruts et transformés (Garnier et al.,
2017) et la production de certains produits fermentés (Walther et al., 2013; Hermet et al., 2012);
que pour la recherche de médicaments permettant de traiter les Mucormycoses, maladie de plus
en plus fréquente et pouvant étre mortelle (Ibrahim et al., 2012; Chibucos et al., 2016; Lin et al.,

2017; Lopez-Fernandez et al., 2018; Pilmis et al., 2018).

Au cours de cette étude, des caractéristiques communes au genre ont été identifiées. Les
génomes de Mucor étudiés présentaient une taille comprise entre 35 et 47Mb, ce qui est cohérent
avec la taille moyenne des génomes séquencés de Mucoromycotina (38Mb) tout comme leur
nombre de génes compris entre (9997 et 12571) (Mohanta 2015). La structure de ces génomes
est extrémement changeante : aucune synténie n'a été détectée entre génomes proches que ce
soit a I’échelle des génomes ou a I'échelle de groupe de genes spécifiques. Ainsi, méme lors de
la recherche de cluster de génes associés a la production de métabolites secondaires, bien que
des genes d’ossature (FAS/NRPS/terpenes synthases) soient détectés aucune synténie entre

especes n'a été observée sur les régions génomiques portant ces génes. En effet, aucun gene
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commun entre les génomes des différentes espéces n’a été retrouvé dans 1’environnement géné-
tique/génomique de ces génes. Or, en plus d’'un manque de synténie, ces études des différents
génomes ont permis de mettre en évidence 1’absence de cluster de génes impliqués dans la
synthése de métabolites secondaires pourtant couramment retrouvés chez les Ascomycota et
les Basidiomycota et dont la présence est souvent étendue aux Fungi en général (Lind et al,,
2017; Wisecaver and Rokas, 2015). Les différentes études menées sur la potentielle présence de
ces clusters chez les Mucor n’avaient pas prouvé avec certitude leur absence. Notre étude, sur
une douzaine de génomes de Mucor, démontre qu’il n‘existe pas de cluster génétique liés a la

synthése de métabolites secondaires chez les souches étudiées.

De facon intéressante, lors des analyses d’expansions contraction de familles de genes, 1’an-
cétre le plus proche des souches appartenant aux espéces utilisées en affinage de fromage (M.
fuscus et M. lanceolatus) présentait un faible nombre génes dupliqués ayant des fonctions spé-
cifiques d’intérét pour l'adaptation a la matrice fromagere : fixation des ions métalliques (le
fromage est un milieu dans lequel 1’acces au ions métalliques est restreint) et peptidases (en-
zymes pouvant jouer un rdle important dans I’exploitation du substrat "matrice fromagere" et
pour la génération d’arémes (Sousa et al., 2001; Ardo, 2006). D’autre part, un grand nombre
de genes était perdu avec parmi eux des genes de résistance au stress. Dans un contexte d’es-
péces technologiques (Morin-Sardin et al., 2016), ces pertes de génes pourraient étre dues a un
relachement global des contraintes sélectives sur des populations restreintes a I’environnement
fromager conduisant d’une part a des pertes de génes et des contractions de familles de genes
(Demuth et Hahn, 2009), et d’autre part a une sélection forte par 1’environnement fromager ou
par I'homme pour un faible nombre de trait d’intérét. Parmi ces traits d’intéréts, 'accession au
ions métalliques et en particulier au fer est un élément critique, aussi bien pour I’adaptation a la
matrice fromagere que pour la pathogénicité des espéces pathogenes opportunistes. Au cours de
cette étude, les genes associés aux mécanismes actuellement répertoriés chez les champignons
permettant I'acquisition du fer ainsi que des éléments clefs de la régulation, le stockage et 1'uti-
lisation de ce dernier ont été identifiés chez chacune des dix souches de Mucor. D’autre part des
genes impliqués dans l'acquisition du fer et expérimentalement identifiés comme importants
pour la pathogénicité de M. circinelloides ou R. delemar ont été retrouvés en plus grand nombre
chez les souches au mode de vie de pathogene opportuniste et en quantité restreinte chez les

souches utilisées en affinage de fromage.

Parmi les résultats de I'étude, I'un des plus surprenants fut I'incohérence de placement
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phylogénétique des souches CDC-B9645 et CDC-B9738 initialement assigné en tant que M.
racemosus (Chibucos et al., 2016) et par la suite réassignées dans 1’'étude de Gryganskyi et al.
(2018) al'espece R. microsporus. Les résultats présenté dans cette étude tendent a montrer que ces
résultats seraient potentiellement liés a une hybridation d"une espéce proche d"un M. racemosus

et d’une autre espece proche d'unR. microsporus chez I’ancétre de ces deux souches.

Initialement intégrées a notre collection de souches en tant que M. racemosus les deux souches
CDC-B9645 et CDC-B9738 (Chibucos et al., 2016) ont plus tard été réassignées dans 1’étude de
Gryganskyi et al. (2018) a I'espece R. microsporus. Ces deux souches appartiennent bien a un
clade intégrant majoritairement des espéces de Mucor bien séparées du clade regroupant diffé-
rentes especes de Rhizopus (dont R. microsporus) dans 1’étude de Chibucos et al. (2016) reposant
sur l'utilisation de séquences de 76 génes orthologues pour la reconstruction phylogénetique.
En revanche, il apparait clairement au sein du clade R. microsporus dans I’étude plus récente de
Gryganskyi et al. (2018) reposant sur I’analyse de 192 genes orthologues avec une méthodologie
différente. Si cela pose le probleme (comme évoqué en section 4.2 dans le manuscrit « Com-
parative genomics applied to Mucor species with different lifestyles » en cours de préparation)
de I'impact de la méthode de reconstruction phylogénomique utilisée pour établir les relations
entres especes, un autre questionnement est également apparu : Gryganskyi et al. (2018) montre
que la taille des génomes de ces deux souches CDC-B9645 et CDC-B9738 est beaucoup plus
importante que celle du plus petit génome disponible de R. microsporus, ce qui suggere pour
ces auteurs 1'existence d"une duplication compléte de génome (WGD). On sait que cette dupli-
cation est un événement récurrent chez [et]les Mucorales mais il peut également s’agir d’une
hybridation avec d’autres espéces de Rhizopus. En effet on sait qu’il est possible de réaliser
expérimentalement cette hybridation chez les Rhizopus (Schipper et al., 1985), les barriéres aux
interactions sexuelles non spécifiques étant faibles selon Schipper et al. (1985). Dans notre propre
reconstruction phylogénomique basée sur 1'utilisation de 52 orthologues (section 4.2, « Com-
parative genomics applied to Mucor species with different lifestyles »), les souches CDC-B9645
et CDC-B9738 se placent dans un clade frére d’un singleton M. racemosus et éloigné phylogé-
nétiquement de I'outgroup (racine) intégrant une souche de R. delemar (seul Rhizopus de notre
étude) mais lorsque nous avons réalisé des reconstructions distinctes avec des genes différents
(données non présentées), le placement de CDC-B9645 et CDC-B9738 alterne entre le singleton
M. racemosus et le groupe de R. delemar. Ces dernieres données suggérerait davantage 1'exis-
tence d'un génome hybride (voire de maniére beaucoup moins probable, car jamais observé, la

présence de deux génomes distincts au sein des hyphes siphonnés de ces souches qui seraient
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alors dicaryotiques). Une perspective immédiate, qui est en cours de réalisation au laboratoire,
est I'identification au sein de chaque famille de genes de 'espéce dont le géne est le plus proche
de chacun des génes de la famille appartenant aux souches CDC-B9645 et CDC-B9738. Cette
identification est réalisée par clustering en utilisant d"une part le groupe d’espéces utilisé dans
la publication en préparation auquel a été ajouté la souche R. microsporus var. chinensis CCTCC
M201021 dont la taille de génome correspond a celle du genre Mucor et d’autre part a partir
d’un groupe d’espece composé de M. racemosus UBOCC-A-109155, M. circinelloides CBS 277 .49,
R. delemar RA 99-880, R. microsporus var. chinensis CCTCC M201021 et les souches CDC-B9645
et CDC-B9738. Cette étude pourrait mettre en avant le caractere hybride de ces génomes possé-
dant a la fois les orthologues de M. racemosus et de R. microsporus expliquant le positionnement
alterné de ces deux souches en fonction des études (Chibucos et al., 2016; Gryganskyi et al,,
2018) et/ou des genes choisis ainsi que d’identifier si 'une ou l’autre des especes se rapproche
plus des Mucor ou des Rhizopus. Des expériences d’hybridation in situ en fluorescence (FISH)
utilisant des sondes spécifiques d"un orthologue de M. racemosus d"une part et de R. microsporus
d’autre part, voire des PCR ciblées menées avec des amorces spécifiques de ces orthologues sur
des noyaux micro-disséqués seraient une solution pour vérifier expérimentalement 1’absence de

dicaryose.
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Conclusions et perspectives

Les objectifs de ce projet étaient d'une part d’améliorer les connaissances concernant le
genre Mucor et d’autre part de chercher s’il existait des éléments indiquant une potentielle
adaptation de certains Mucor a différents habitats et modes de vie. Pour atteindre ces objectifs,
des comparaisons de transcriptomes et génomes de Mucor ont été engagées. En cela, les études
réalisées et présentées dans ce manuscrit ont permis ’acquisition des génomes et transcriptomes
de quatre souches (M. endophyticus CBS 385-95, M. fuscus UBOCC-A-109160, M. lanceolatus
UBOCC-A-109153 et M. racemosus UBOCC-A-109155) appartenant a des espéces pour lesquelles
ce type d’information n’était pas disponible. La comparaison de leurs transcriptomes avec la
souche de référence M. circinelloides CBS 277.49 et de leurs génomes avec les six génomes de
Mucor alors disponibles a permis de mettre en évidence des points saillants concernant le genre

Mucor et I’adaptation potentielle des différentes especes de Mucor a leur habitat et mode de vie.

Tout d’abord, les analyses transcriptomiques ont révélé que sur milieu PDA, il y avait environ
18 000 geénes qui étaient exprimés (nombre de transcrits en moyenne). Une des différences
retrouvées a été que M. endophyticus CBS 385-95 exprimait moins de génes que les autres Mucor
spp. de cette étude. De la méme fagon, la taille des transcrits a révélé une différence entre M.
endophyticus CBS 385-95 et les autres Mucor spp.. En effet, les transcrits de ce dernier sont de plus
petite taille (836 pb contre 1200 pb en moyenne) ce qui pourrait étre lié a la présence d"un biais

d’assemblage.

Les analyses des séquences des génomes ont montré de nombreuses différences en terme
de taille. M. endophyticus CBS 385-95 possede un génome plus petit que les génomes des autres
Mucor spp. de cette étude (M. fuscus UBOCC-A-109160, M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M.
racemosus UBOCC-A-109155). La taille de son génome est de 35 Mb contre par exemple 46
Mb pour M. racemosus UBOCC-A-109155. Une autre caractéristique remarquable est la taille

importante des génomes de deux souches initialement assignées a M. racemosus (CDC-B9645 et



172 Chapitre 5. Conclusions et perspectives

CDC-B9738) qui ont été réassignées en 2018 a I'espece Rhizopus microsporus (Gryganskyi et al.,
2018). Alors que M. racemosus UBOCC-A-109155 a un génome d’une taille de 46 Mb, les souches
CDC-B9645 et CDC-B9738 ont des génomes avec une taille de 64 Mb et 75 Mb respectivement, ce
qui est plus du double de celle du plus petit génome disponible de R. microsporus (Gryganskyi
etal., 2018). Ce dernier point suggere d’aprés Gryganskyi et al. (2018) I'existence possible d"une
duplication complete de génome (whole genome duplication, WGD). Cette hypothése correspond
aux observations en terme de nombre de genes : les quatre Mucor de notre étude possedent
en moyenne 11 724 genes alors que le génome de CDC-B9738 comprend environ 21 000 génes

détectés.

Parmi les résultats obtenus, ceux concernant la structure des génomes de ces champignons
apparaissent également d’intérét. Les Mucor spp. sont des "early divergent fungi, et leur structure
génomique a été explorée ici afin de vérifier les similitudes et différences avec les génomes
mieux connus des Ascomycota et Basidiomycota notamment. Il a été remarqué que les génomes
de Mucor sont soumis a des modifications importantes et fréquentes comme montré par1’absence

de synténie entre les souches étudiées.

Une différence majeure entre les génomes concerne les éléments transposables (TE). Pour les
deux souches ayant été isolées sur des matrices fromageres (M. lanceolatus UBOCC-A-109153
et M. fuscus UBOCC-A-109160), le pourcentage de TE dans le génome est plus important que
pour la souche endophyte (entre 15 et 22% par rapport a 5%). La souche M. lanceolatus UBOCC-
A-109153 semble étre passée par une étape d’expansion de TE qu’il s’agisse des transposons
ou des retrotransposons apres la spéciation qui la sépare de M. fuscus UBOCC-A-109160. Ces
éléments sont principalement non autonomes. Cette spécialisation a un milieu aurait entrainé un
reldchement des pressions de sélection sur de nombreux genes n’étant pas sous sélection positive,
facilitant l'insertion de TE dans le génome a de multiples endroits. L'expansion exponentielle
de ces TE aurait par la suite été endiguée par les mécanismes de protection du génome via la
mutation spécifique des éléments largement répétés ce qui les aurait rendus non autonomes. M.
fuscus quant a lui est retrouvé dans d’autres environnements que le milieu fromager. Le génome
de ce dernier contient moins d’éléments transposables mais ceux-ci sont autonomes. En effet, ils
ont aussi été détectés comme étant actifs puisque de nombreux transcrits ont été retrouvés dans
I’étude des transcriptomes. Dans le génome de M. racemosus UBOCC-A-109155, preés de 37% du
génome est représenté par des TE. Parmi eux, certains pourraient avoir un rble de régulation

des genes. En effet, des études ont montrés que 'insertion de TE a proximité de génes pouvaient
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modifier leur régulation et notamment les rendre inductibles au stress, ce qui pourrait avoir
un impact positif sur le caractere ubiquiste de la souche et sa capacité de développement selon

plusieurs modes de vies (saprophitisme ou pathogene/contaminant).

Au cours de I'annotation experte des génomes, de grandes sections génomiques (jusqu’a
65kb) sans aucune annotation (ni génes, ni éléments répétés) ont été détectées. La présence de
ces régions est d’autant plus étonnante que lorsque 1'on observe des régions géniques, les genes
sont rarement séparés par plus de 1000pb. Ces " régions blanches" de grande taille sont présentes
au sein des génomes de I'ensemble des espéeces que nous avons étudiées. Le role de ces régions
et la maniére dont elles ont émergé dans le génome restent a I’heure actuelle une énigme. Les
hypothéses que nous pourrions formuler seraient que ces sections contribuent a la structure
tridimenstionnelle de ’ADN ou encore alors qu’elles comportent des éléments jusqu’a présent
inconnus et/ou non identifiés. De la méme facon que pour le manque de synténie, le séquencage
d’autres souches du genre Mucor permettra de savoir si cette structure génomique est conservée

chez toutes les especes.

L'une des dernieres particularités structurales a été la découverte de 1’absence de clusters de
genes liés a la production de métabolites secondaires. Cette découverte est d’ailleurs en accord
avec 1’absence de synténie au sein des génomes étudiés. Les clusters (c’est-a-dire des regrou-
pements de génes codant des protéines impliquées dans une méme voie de biosynthese) sont
trés bien décrits chez les champignons supérieurs tels que les Ascomycota et les Basidiomycota
(Rokas et al., 2018), notamment dans le cadre des synthéses des métabolites secondaires (les
Biosynthetic Gene Clusters ou BGC). Leurs roles réels dans 1’évolution n’est pas encore clarifié.
Les phénomeénes de regroupements en clusters de génes font partie du mécanisme évolutif des
champignons et méme si leurs roles exacts dans I’évolution ne sont pas clairement définis, il a été
suggéré qu’ils correspondraient a une adaptation contre I’laccumulation de composés toxiques
et pourraient faciliter ’acquisition ou la perte de voies completes par expansion/contraction ou

HGT (Rokas et al., 2018).

L'une des questions posées au début de cette étude concernait 1'existence d’empreintes gé-
nomiques expliquant I'adaptation a un habitat ou a un mode de vie : entre autres s’est posé la
question de savoir s’il existait des génes spécifiques d"'un mode de vie ou d"une niche écologique.
Pour cela il convenait de déterminer ce qu’était le core genome et le pan genome. Au sein du core
genome, des genes codant des enzymes impliquées dans la synthese de métabolites secondaires

ont été identifiés et leur expression a été constatée sur milieu PDA. Des genes identifiés comme
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codant des Polyketides synthases (PKS) (par analogie aux annotations déja réalisées pour la
souche de M. circinelloides CBS 385-95 dont le génome était disponible publiquement), des Ter-
pénes synthase (TPS) et des Peptides Non Ribosomiques Synthetase (NRPS) ont été retrouvées
dans les différents génomes de Mucor étudiés. Cependant, en examinant la structure des genes
codant les PKS putatives, il s’est avéré qu’il ne s’agissait probablement pas de geénes codant
des PKS mais de genes codant des Fatty acid Synthase (FAS). Chez certaines souches étudiées,
deux genes codant ces FAS ont été retrouvés. Par contre chez les souches qui ont été isolées sur
milieu fromager (M. lanceolatus et M. fuscus), il n’existe qu'un seul géne. De maniére intéressante,
les analyses de transcriptomique ont mis en évidence, chez les souches possédant deux géenes
codant des FAS, qu'un seul des deux genes était exprimé sur milieu PDA. Les souches dites
technologiques auraient pu perdre un géne codant une FAS sous 1’effet d"un relachement des
pressions de sélection positives sur certaines régions génomiques lié a I’adaptation a 1"utilisation
technologique par 'Homme. La fonction de ces genes reste a ce jour a déterminer. De plus, dans
le génome de M. racemosus UBOCC-A-109155, un domaine Ketosynthase (KS) supplémentaire
a été trouvé. A quoi sert-il ? Offre-t-il un avantage évolutif pour une adaptation a d’autres mi-
lieux ? Et surtout dans quelles conditions ce géne est-il exprimé puisqu’il ne I’est pas sur milieu

synthétique dans les conditions de laboratoire ?

Des genes associés aux mécanismes actuellement répertoriés chez les champignons permet-
tant I'acquisition du fer ainsi que des éléments clefs de la régulation, le stockage et 1'utilisation
de ce dernier ont été identifiés chez chacune des dix souches de Mucor. Cette recherche a permis
d’une part d’identifier des candidats associés au transport et a la production de rhizoferrine,
un type de sidérophore retrouvé uniquement chez les Mucoromycota et les bactéries. Jusqu'a
présent, seul le gene rfs impliqué dans la synthese de ce sidérophore avait été identifié chez les
Mucorales (représentés par R. delemar (Carroll et al., 2017)) les autres génes candidats (transport,
synthese) associés au métabolisme de la rhizoferrine sont les premiers identifiés chez les Mu-
coromycota. D’autre part des génes impliqués dans 1’acquisition du fer et expérimentalement
identifiés comme importants pour la pathogénicité de M. circinelloides ou R. delemar ont été re-
trouvés en plus grand nombre chez les souches au mode de vie de pathogéne opportuniste et

en quantité restreinte chez les souches utilisées en affinage de fromage.

Des analyses en cours qui seront réalisées a court terme par mes soins devraient permettre
d’amener de nouveaux éléments de réponse concernant la présence d’empreintes génomiques

de l'adaptation a un habitat ou & un mode de vie. Ces analyses viendront compléter l'article
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en cours de préparation « Comparative genomics applied to Mucor species with different lifestyles
». Elles concernent en premier lieu la recherche de familles de genes identifiables et des voies
métaboliques KEGG liées appartenant : (i) a I'ensemble des espéces de Mucor étudiées, (ii) a
chacune des espéces de maniére spécifique et (iii) aux espéces au méme habitat ou méme mode
de vie afin de délimiter le répertoire de genes du genre Mucor (core genome) et de le comparer a
celui d’autres lignées. Il s’agirait aussi d’identifier des familles de génes qui peuvent participer
a la diversification des traits au sein du genre (species-specific genes) et celles potentiellement
impliquées dans l’adaptation a un habitat ou mode de vie particulier (lifestyle-specific genes).
Nous réaliserons également des analyses fonctionnelles a partir des résultats des analyses d’ex-
pansions et contractions de familles de genes sur les différents noeuds qui sont présentés dans
le chapitre 4.5. Enfin, nous conduirons des analyses complémentaires ciblant des familles de
genes spécifiques et potentiellement en rapport avec les modes de vie d’intérét. Par exemple,
concernant des génes pouvant jouer un role lors du développement sur fromage, nous recher-
cherons l'existence des genes impliqués dans une voie métabolique spécifique impliquée dans
la synthese de caroténoide identifiée chez la souche oléagineuse M. circinelloides WJ11 (Vong-
sangnak et al., 2018) ou encore la présence d"une séquence codant un motif spécifique de lipase
chez cette méme souche (Komeda et al., 2014). Concernant, des genes importants pour la patho-
génicité, nous rechercherons par exemple la présence de Single Nucleotide Polymorphism (SNPs)
déja identifiés chez plusieurs souches de Mucor au sein de genes codant des cibles de 'azole
(Lupetti et al., 2002; Caramalho et al., 2017). La résistance a 'azole et ses dérivés, couramment
utilisés comme antifongiques, pouvant expliquer la résistance d’opportunistes pathogenes aux
traitements. Nous rechercherons également les genes codant divers facteurs de virulence comme

ceux codant les adhésines (Chibucos et al., 2016).

Toujours dans le cadre de la soumission de cet article, il semble important de résoudre
la question liée au génome dupliqué ou résultant d’une hybridation des deux souches CDC-
B9596 et CDC-B9738 assignées a 1’espece R. microsporus (Gryganskyi et al., 2018). Des données
préliminaires (incongruences de reconstructions phylogénétiques et placement alterné au sein
d’un groupe Rhizopus ou au sein d"un groupe Mucor en fonction des genes utilisés) ont davantage
suggéré l'existence d’'un génome hybride ce qui est actuellement vérifié par des méthodes

bioinformatiques de clustering d’orthologues.

En dehors du cadre de la soumission de cet article, nous pouvons définir des objectifs a plus

long terme qui pourront étre réalisés au Laboratoire de Biodiversité et Ecologie Microbienne
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(LUBEM) en partenariat avec la plateforme ABiMS comme une suite logique a ce travail de these.
La découverte de structures peu communes pour les FAS (Fatty Acid Synthases) identifiées dans
cette étude, avec 1’ensemble des domaines fonctionnels regroupés sur un seul gene mais éga-
lement pour la FAS identifiée chez M. racemosus UBOCC-A-109155, M. circinelloides CDC-B5328
et M. indicus CDC-B7402 ou la présence inhabituelle d'un domaine KS supplémentaire et une
absence d’expression sur milieu synthétique PDA, nous conduisent a placer en perspectives des
études visant a élucider le role joué par ces protéines. Des outils d'inactivation étant disponibles
chez M. circinelloides (Garre et al., 2015), il peut étre envisagé d’éteindre 1’expression des génes
codant les FAS chez cette espece afin de possiblement détecter I'incidence de cette suppression
sur le phénotype (croissance sur différents milieux, dans différentes conditions, détection de
métabolites produits). Des expériences de RT-PCR quantitative pourraient étre également envi-
sagées en faisant croitre M. racemosus UBOCC-A-109155 dans des conditions contrastées afin de
vérifier si ’expression de la FAS au domaine KS supplémentaire non exprimée sur milieu PDA

peut étre induite.

Comme spécifié dans la synthese bibliographique, les transferts horizontaux (HGT) sont des
éléments importants a considérer lorsqu’on s’intéresse a I’évolution adaptative. D’abord surtout
décrits chez les procaryotes, on sait qu’ils sont également importants chez les eucaryotes et
chez les champignons notamment (Fitzpatrick, 2012). Plusieurs travaux ont montré le role qu’ils
ont joué dans 'adaptation aux différentes niches chez les champignons pathogenes (Gluck-
Thaler and Slot, 2015) chez les especes fongiques technologiques (Hall et al., 2005; Hall and
Dietrich, 2007; Wei et al., 2007) et notamment dans le cadre d'un développement sur fromage
(Cheeseman et al., 2014). Des analyses bioinformatiques complémentaires devront donc étre
menées pour identifier d’éventuels transferts horizontaux. Il semble également important de
mener des analyses visant a indentifier les genes sous sélection positive (dAN/dS > 1) parmi
les génomes de Mucor a disposition. Elles pourront affiner la détection de genes critiques pour

I’adaptation au milieu des especes.
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introduction _________________________________|Especesétudiées

Le genre fongique Mucor
appartient au phylum des
Mucoromycota; I'un des quatre
groupes issus de lignées ayant
divergé tres tot dans I'évolution
des espeéces fongiques.

Le genre Mucor est un genre ubiquiste. Plusieurs espéces comme M.

M. racemosus (MR) peuvent étre des agents d’altération.

Problématique:

Existe-t-il des spécificités au niveau des génomes de différentes especes de Mucor liées aux modes de
vie différents ? Trouve-t-on dans les génomes et leur expression des traces d’adaptation a une niche
écologique, des traces de domestication chez les especes technologiques ?

Approches Assemblage et annotation

Les ADNc sont extraits aprés un
méme temps de culture.
L’ADN est extrait lorsque la masse
fongique est suffisante .
Les données RNAseq sont pairées,

Extraction

MP‘

Illumina HiSeq

Illumina HiSeq

> <

PE

H

Séquencage

en ARN total et brin non spécifique.
Pour I'ADN les séquengages sont

Y (

e
e

indicus, M. ramosissimus ou M. circinelloides (MC) sont des [Endophyte de plante || Pathogénes Altérations Technologiques
pathogénes animaux et humains alors qu’un petit nombre d’espéces M. circinelioides | M. fuscus |
sont retrouvées en industrie agroalimentaire et notamment iR . 0mosissimus | M. lanceolatus |
fromagere : M. fuscus (MF) et M. lanceolatus (ML) sont des espéces - M. racemosus

technologiques d’affinage des fromages alors que d’autres comme s Séquencage génomique et transcriptomique réalisés dans

le cadre du projet.

Utilisation de données génomiques et transcriptomiques
publiques.

Les données génomiques de Phycomyces blackesleanus (PB) et
Rhizopus oryzae (RO); espéeces non fromagéres du phylum
Mucoromycota; ont également été utilisées.

X.xx

Illumina HiSeq
i

réalisés en paired-end (PE) et mate
pair (MP).

Les méthodes d’assemblage et
annotation, génomique et
transcriptomique, sont décrites ci-
contre. Les statistiques associées
aux assemblages et annotations
sont comparées.

H

Assemblage

Annotation

Un « core transcriptome » est recherché ainsi
que des fonctions géniques différentiellement
représentées entre les especes.

OrthoFinder

Les génes impliqués dans la synthese de
métabolites secondaires sont organisés en
clusters chez les champignons dits ‘supérieurs’.
Nous cherchons a vérifier si c’est le cas chez les

Mucor.
Assemblage

OrthoGroupes

Analyses GO

Métabolites secondaires
antiSMASH

] Clusters potentiels
SMURF

Résultats préliminaires

SMURF a permis de détecter entre un et trois
clusters associés aux métabolites secondaires
par espece.

AntiSMASH a permis de détecter des genes
d’intérét (NRPS par exemple) a partir desquels
des clusters peuvent étre recherchés.

MF
Nbr de genes trouvés 14

ML
18

MR
13

ME
23

Espéce MC

35

('If'eslt: de quillité Assemblage Trinity Assemblage ;:Slsaii g,l:'fg;;z .
¢ lassemblage ‘ transcrits ‘ { = BUSCO
L_RNA Idle T
BUSCO | _RNA_scaffolder | ord ‘ TransDecodeurl Prédiction d’une structure génique
- scarrolds

\ cDs

Modgle Modéle de |

de géne géne i

Augustus GeneMark H

Modéles de génes ‘VE VidenceModeler
Prédictions de génes

Recherche de mptifs connus Intégration —— | (C—
protéomes |1|[———1| |des données Unirefa0 Recherche de
PB; RO; MC Interpro RNAseq uniprot motifs connus
InterPro
Eonararal InterPro ; RNAmmer|BLASTH _BLASTp|..._. Scan| . 'mhmm| signalP|
o tGe-nes T S| ?y—fﬂwl—(—s———, ARN Homologies || Homologies | Domaines Régions Peptides |i
entrainemen 3 Homologues Dornlz.aines Transcrits f 3 r nucléiques rotéiques rotéiques || transmem- signal 3
! proteiques R branaires ;

Trinotate

Différents assembleurs ont été testés: Platanus, SOAPdenovo2, spades, velvet, CLC.
SOAPdenovo a fourni les meilleurs résultats pour MF et MR, Velvet pour ML et ME.

Résultats préliminaires

MF ML MR ME MF ML MR ME
Taille du génome (Mb) 40,6 434 469 35,2 Nbr transcrits trinity 20898 21556 17368 22581
Nbr scaffolds > 1000pb 3819 1531 3506 159 % de genes BUSCO trouvés 86 82 84 55
N50 (kb) 27 141 24 1957 Nbr de génes trinity 14035 14299 14041 19865
Taille max des scaffolds (kb) 142 681 161 539 % de génes avec GO terms 53 53 59 55
% de génes BUSCO trouvés 85 83 86 86 i sgi
Nbr di transcrits cufflinks 15230 15514 12759 13108 r‘rz;:?;‘:i?::naavi::;eglons 3128 3516 2904 2344
Nbr de génes EVidenceModeler 12310 11060 11269 11491 Nbr transcrits avec peptide signal 1035 1162 919 624

Quatre génomes et transcriptomes ont été assemblés et annotés. La recherche des 1438 génes BUSCO fongiques
montre que ces assemblages, aussi bien génomiques que transcriptomiques, sont de qualité suffisante pour

identifier la majorité des génes.

M,
L ”
s

OrthoFinder a permis de mettre

en évidence 6644 orthogroupes

\ qui contiennent au moins un

| géne de chaque espéce.

On note également la présence

/ de 439 orthogroupes constitués
uniquement de genes d’espéces
technologiques.

S

\ 36
C
%Xi 66
%
&

mov“‘“w

e

Répartition des orthogroupes au
sein des espéces

La comparaison des annotations GO entre les
espéces a mis en valeur de nombreuses
différences. Par exemple, les annotations ‘drug
transporter’ et ‘organelle lumen’ sont sous-
représentées chez les especes technologiques
par rapport aux espéces pathogénes et
endophyte. L’annotation ‘protein binding’ est
quant a elle sur-représentée chez les especes
technologiques par rapport a toutes les autres
especes étudiées.

Conclusion & perspectives

Quatre génomes et transcriptomes de Mucor ont été assemblés et annotés. L’annotation des génomes reste cependant a améliorer avant la mise en place d’'un
consortium qui réalisera I'annotation experte de certaines familles de genes et voies métaboliques d’intérét.
D’autre part, cette étude a permis d’estimer la taille et la composition du «core transcriptome» et d'identifier un premier groupe de 439 génes qui serait conservé chez
les espéces technologiques fromagéres et absentes des autres especes étudiées. Il reste a déterminer les caractéristiques de ce groupe.

Une analyse des annotations GO a permis d’avoir une premiére vue d’ensemble de fonctions d’intérét, il faut désormais réaliser des recherches plus fines pour
appréhender I'implication de ces fonctions dans I'adaptation aux niches écologiques.
Des clusters de génes potentiels ont été détectés, il reste a vérifier si les génes de ces clusters sont effectivement co-exprimés/co-régulés.

Financements: w B 0
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' ' ~—~_ INTRODUCTION

“The fungal genus Mucor, \____//
belonging to the early N\

diverging fungi, includes

u STUDIED STRAINS\

/ Five species were
grown on PDA for 7

days and total RNA

/ arepionc o

M. circinelloides (MC); mﬂmﬁﬁ:ﬂ*:"*annota.tl nt o

CBS 277-49 strain 3entranscrlf)t“

a large number of s o was extracted ; I f tml
ubiquitous species which AN Mucor racemosus (MR) e | |Te y y Ot
h di lif | ch il M. racemosus (MR) andophytict’s
show civerse itestyles . ] Mucor fuscus (MF) cese sporier UBOCC-A-109155 strain gonsgens
\ " Mucor lanceolatus (ML) L(J:%OCC
~_Used for cheese ripening fireCBS!
fuscusnew
M. lanceolatus (ML) lechnological
. UBOCC-A-109153 strain eacivities
Aims: s A specific
Whether Mucor species different RNA was B V. fuscus (MF) _ ToupSs
. . : ired-end (PE UBOCC-A-109160 strain  fUNCtioNal
lifestyles are linked to different paired-end (PE) Y
gene expression ? Seq”e“FEd and
transcriptomes Mucor endophyticus (ME)
Mucor circinelloides (MC, - i
Mucor endophyticus (ME) (Mc) were assembled CBS 385-95 strain
Mucor racemosus (MR)
Plant endophyte Plant and animal pathogen ‘/ASSEMBLY
( ASSEMBLY RESULTS
Reads.fastq | Trinity: ‘ ‘ ‘ ~N
: Species MR MF ML ME mc

¢ trimmomatic
¢ normalize

RSEM keep only
e jsopct>1
o FPKM > 1

Illumina HiSeq
PE 2*¥100bp

Reads

Million of Filtered Paired-end
reads (2x100 bp)

Trinity de novo Assembly
Nbr of trinity genes 14035 | 14299 | 14041 | 15554 | 13655
Nbr of transcripts 17368 | 20898 | 21556 | 16950 | 19891
genes with isoforms 16.5% | 26.5% | 31.1% 6.9% 27.6%
Used transcriptome - only the most abundant transcript per gene
Transcripts N50 (bp) 1761 | 1831 | 1938 | 1292 | 1964
Nbr of genes > 1 Kb 6 654 6912 6 541 4338 7025

\
/ Realigned reads 93.1% | 95.3% | 70.9% 96.9% | 93.6%
/ Busco eukaryotic lineage

|Completes genes found 99.3% | 97.4% | 97.4% | 67.0% | 97.7%

The most abundant
isoform per gene
was conserved

‘ 30.2 ‘ 25.5 ‘ 24.8 ‘ 34.9 ‘ 24.6

Transcriptome

Transcriptome
without low
coverage transcripts

Transcriptome
with a single
isoform per gene

Gene 1l  mmme

BUSCO
303 single copy
genes searched

{ AL Gene completeness chec& |(duplicated and unique)
e Qragmented genes found 0.0% | 0.3% 03% | 201% | 0.7% )
ranscriptomes
- ANNOTATION e
e Trinotate piveline RN ) N § ; I ~__ ANNOTATION RESULTS
pip | Groups of orthologs ‘ unctionnally Species MR | MF | ML | ME | MC
RNAmmer rRNA |OrthoFinder Tg and paralogs annotated Nbr of predicted proteins 11728 11157 | 10674 | 10 646 | 11953
( ‘ rthoGroups cal classification | Protein N50 (aa) 509 | 521 513 | 422 513
TransDecoder Predicted CDS || PRIAM ) ;‘C“h"e“;”:?orc:rfi;n:zT" Transcripts with blast hits (E < e-5) | 85.8% | 76.7% | 73.6% | 86.2% | 85.6%
A ( ’ Transcripts with GO terms transfert 72.3% | 62.6% | 61.8% | 72.3% | 69.0%
BIG_StX' Blastg (Uniref90, _ ECnumbers numbers ‘ concepts/classes Transcripts with EC numbers 23.6% | 19.8% | 20.4% | 24.9% | 23.7%
Swissprot-uniprot, used to describe Nbr of predicted secreted proteins | 476 461 453 336 585

Proteomes MC, Pb, Ro) gene function

= = GO terms N
HmmScan (PFAM-A) [Protem domains Occurrence
tmhmm [Transmembrane ; P GO terms 6000 MR B MF B ML O ME BMC -
domain Secreted proteins \ EC numbers For each GO term (level 2),  sooo ¢ :z
signalP Signal peptides EC numbers were mapped on the observed repartition of a 2000 60
N o - metabolic pathways given GO term occurrence 0
\___* Personal scripts e e X 3000
between species was 40 ¥
compared to the repartition 2000 30 |
of GO term at root level 1000 0 '
/7~ Orthogrou ps occurrence between species. 12 1
Chi?, p-value < 0.05 N
9421 orthogroups were detected (Chi?, p ) 7 ,$°
________________________________ 3
& N
Orthogroups and singletons were clustered according to the lifestyle of the 15 GO terms highlighted &35‘\(\@ & ¢
producing fungal species. Cluster were then compared (e.g. cheese/non- &L Q@z‘ % R
&
cheese, pathogen/non-pathogen). BN - o 04‘»0 e\&é@ More occurrences
Black: shared by all species than expected
GO terms comparison Purple: shared by all species except ME ) lExamplle Of GOAterms } Less than expected
between cheese and Yellow: only found for ME highlighted in Biological process
non-cheese related Blue: only found for MR
groups. Occurrence . N
ML 900 . Conclusions
800 - cheese Five Mucor transcri were bled and d
700 4 non cheese Three functional criteria were examined: Proteins with signal peptide, GO terms and
600 i EC numbers.
Orthogroups composed of 500 4 Annotation were compared:
proteins predicted on species: 400 4 t * Species level. As expected differences in transcripts content were found for GO
found in cheese 500 1 terms such as “pigmentation” (ME and ML have darker spores than other species) and
| f { il | “developmental process” (ME grows slower) but differences were also detected for
[[] rarely found on cheese 200 bt 1 t t additional GO terms such as “nitrogen compound metabolic process”.
D found in all species 100 t U] é_\ é,_ 10 it iy * Groups of orthogroups. GO terms potentially linked to species lifestyle were found
D found in all species o - - such as “heterocyclic compound binding” and “organic cyclic compound binding” which
Orthogroup distribution amon except ME 2 were over-represented on cheese related species and “cell cycle process” over-
group ) u 4 represented on non-cheese related groups.
species. No specific metabolic pathways was found and species/lifestyle specific proteins with
peptide signal could not be functionally annotated.
5018 proteins could not be assigned to an orthogroup A & Perspectives
T - X g
37% had_fun_ctlon_a_nnotatlon . . . . | ‘&&@(& <§°"°&\Q é\(‘"\ @\" More occurrences Further comparatives studies will focus on gene family expansion/contraction. Another
- No function identified for proteins with a signal peptide | ¢ ,b(b“ A than expected transcriptonnal study on cheese/plant media would allow to detect lifestyle specific
< No proteins involved in species specific metabolic pathway ! < | Less than expectey transcripts unexpressed on standard media.
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( Introduction " The Mucorgenus . ﬂienomic DNAs —C Studied strains wae CC
4 includes a large / UBO Culture Collection

e were extracted
number of ubiquitous Aim: M. racemosus (MR)

. S from 4 species
speue.s with diverse Investigating genomic Ty, UBOCC-A-109155
lifestyles —  specificities potentially M. lanceolatus (ML)
linked to Mucor species UBOCC-A-109153

Mucor fuscus (MF)

Mucor lanceolatus (ML) lifestyles M. fuscus (MF)
Used for cheese ripening A UBOCC-A-109160
Mucor endophyticus (ME) /@ e@
Mucor circinelloides (MC) Q UBOCC-A-113049 hfasrcﬁlgn
Mucor racemosus (MR) Genomes were CBS 385-95 |f%"é9§n|is
Plant and animal pathogens assembled and o . eryoph)y/llga\é
Mucor racemosus (MR) A SREEE / M. circinelloides (MC) ;»?Er%ﬁgjeg
Cheese spoiler Mucor endophyticus (ME) B S zg;ezz;ii ecies
Plant endophyte Assembly & annotation protocols P
1. Assembly 2. Annotation 3. Visualization 4. Expert curation ) Assembly & annotation results
Py . ( . *\
- ab initio gene predictors: ; _ Species MR | MF_| ML ME | MC
(Genemark, Augustus) CLIREE AR Millions of filtered PE reads 37 19 74 60 -
Selected tools  _ pomology with public annotations Apollo : genome browser Manual check of genes Millions of filtered MP reads | - - 11 19 -
- RNAseq data support involvedin: # of scaffolds (>1000pb) 3506 3819 1531| 159 | 21
Velvet - Repeated elements detection: - IRN/:' path\t/)valy Genome size (Mb) 46.9 | 40.6 | 43.4 | 35 | 366
SOAPdenovo (RepeT pipeline) e —— s e = - I')FL'A mEtI‘f‘ QS GC% 32 | 36 | 34 33 | 4
: : - rzp '°a“°t"b y # genes 11269 12 310111 060 11 491 |11936
- Genic structure prediction :secon ary metabofism Gene size 1666 | 1562 | 1707 | 1714 | 1406
- Known pattern search (protein Exon size 334 | 301 | 300 | 313 | 309
domains, signal peptide prediction etc.) Gene density,
(genes / Mb scaffold) 240 | 303 254 328 326

- Transfert of GO terms and EC numbers

\ - Name assignation *MC genome assembly and annotation were extracted from publicly available databases [2]

The number of predicted genes was similar among species
despite the observed differences among genome sizes. )

G

/ Synteny check at genome scale
(Mummer) Local synteny check on genes potentially

structures were
compared

Sample of GO terms with significant differences among the five species: N\

involved in secondary metabolism (blue
. arrow correspond to FAS/PKS) A, among all GO terms, B, among GO term of the species specific genes.
0.
) (Mauve) (WEGO) o P ——
%) g . /., 8
b - MC e — 4 ot Ao
£ B S 2
S g
Q ME e ———) DG Genes were clustered I
O i o H g
SEEL e 5 in ortho'log groups &
T A (OrthoFinder) o1
e S .' - . , : Lt ML —— T
: h ' - _ #geneson H
] s MR scaffold 8
g
ME largest scaffold » °
= g
= £
No synteny detected at genome and local scales. 3 H
. . 2 2
\ No cluster organization was observed. s 5
: g
§
- 70 Molecular Function N Biological Process ’
& ML ME @B F 8 MC mm MR
. . L. B g 5 -
Gene gain and loss prediction 8 2o
(DupliPHYML) dc 3
Orghan TOtal Total  Overall " H
+354/7103& ] ’ Orohan  gain  loss  gain &
. it PR
+648/-604 anceolotis  sga 1582 2184 -602 A core and pan genomes were delimited. Most of the genes
+1269/-490 . . >
. WM. fuscus 750 2467 asea  +g73 had orthologs in all species and the number of species
: y specific genes was similar among species. When compared,
+230/-520 . . .
+682/-421 M.rocemosus 420 1462 -1441 21 GO categories associated to response to stimulus and
+10874 . . . .
+899/-1069 gy ioioides 820 2131 1990 141 regulation were over-represented in ME, whereas binding
was over-represented in MF. GO categories were always
212/-311 . . .
2/ M.endophyticus 723 212 311 99 under-represented in MC, showing the impact of the

0.03
difference in annotation methodology.

L m m s
Cellular Molecular Function Blologlcal Process /

Gene family evolution

Example: 15 orthogroups ~ Example: a family involved .
Conclusions

related to siderophores  in drug transporter activity Gains and losses of genes highly differed among species. R ol s el X . :
vop1  MEenes i #igenes In particular, MF and ML showed different patterns Buris sna Y?\le L:(cohr ger?onl‘ne; dl bgre 8 rl]'uc IR WII e S heny'o 'serve
a ML 38 4 ML o ey ity ilmem e ey e dhei d e among them. None of them include |osynt gnc-gene c ust.ers such as it is
ME 37 M o ecological niche. A focus on specific gene families currently observed for secondary metabolism in higher fungi. A core and a pan
A w @ Cwm provided hints to determine potential adaptation genomes were determu?e.d: 'Alth.ough analyses of Gp term repartltlo.n has not yet
15 +6 - . . . K . unraveled genome specificities linked to different lifestyles, an ongoing gene
M1 +1 ; imprints to different lifestyles on Mucor genomes: e.g. X X X X _ X o
55 MC 1 . q . P family evolution study yielded some hints for revealing genomic specificities
s . i expansion/contraction of genes involved in iron etiag] (o i P
L Ve me- 1 scavenging. This study is still under progress. el i) halnieety GIVETE S (iresiies.
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Module

Galaxy Initiation

Objectifs
- Savoir analyser ses données sous I’environnement Galaxy.

- Etre en mesure de créer ses workflows.

Programme

- Téléchargement des données a traiter.
- Manipulation de fichiers.

- Traitement des données.

- Visualisation des résultats.

- Creéation de workflows.

- Partage de résultats et de workflows.

Public
Personnel scientifique et technique

Pré-requis
Aucun

Modalités pédagogiques
Cours réalisé en salle TP informatique IGM
Théorie: 20% / Pratique: 80%
Un poste de travail par stagiaire

Durée: 1 journée

Intervenants
Loraine Guéguen / Gildas Le Corguillé¢ / Annie Le Breton

Renseignements formation
mark.hoebeke@sb-roscoff.fr

Tél: 02 98 29 25 68
Pre-inscriptions en ligne

http://abims.sb-roscoff.fr/formation
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Du 20/11/2016 au 25/11/2017 (Roscoff)
Du 12/11/2017 au 17/11/2017 (Roscoff)
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5°™ Ecole de bioinformatique AVIESAN — IFB 2016

Initiation au traitement des données de génomique
obtenues par séquenc¢age a haut débit

20-25 novembre 2016, Station Biologique, Roscoff

Objectifs

Les domaines des sciences du vivant liés a ’analyse du génome ont vu au cours des derniéres années une accumulation explosive des
données provenant des techniques de séquengage a haut débit. Les progrés accomplis ont considérablement augmenté les possibilités
expérimentales dans des domaines tels que la génomique (séquengage de nouveaux génomes, variants génétiques), la transcriptomique
(expression génétique, ARNs non codants) et les interactions ADN-protéine (immuno-précipitation de chromatine) et modifications de
la chromatine. AVIESAN organise une quatriéme école de bioinformatique, dont les objectifs sont d’apporter aux biologistes des notions
et une pratique leur permettant d’appréhender le traitement et 1’analyse des données de séquencage a haut débit.

Participants

Cette formation est destinée aux biologistes (ingénieurs, doctorants, chercheurs, enseignants-chercheurs, ...) confrontés a ’analyse de
données NGS, et qui ne disposent pas des compétences bioinformatiques suffisantes.

Contenu

La formation est une initiation a I’utilisation des outils bioinformatiques permettant d’aborder la diversité des applications du NGS.
Cette école, qui se veut généraliste, sera organisée en deux groupes thématiques principaux : (1) régulation, transcriptome et épigénome
et (2) variations génomiques. Elle couvrira une sériec de techniques dérivées du séquengage a haut débit : RNA-seq, ChIP-seq,
identification et annotation de variants, assemblage de novo de RNA-seq. Le but de 1’école est de couvrir plusieurs technologies
largement utilisées, plutét que de se concentrer sur une seule. L’école sera basée sur des ateliers pratiques sous 1’environnement
convivial Galaxy.

Les participants sélectionnés pourront bénéficier d’un tutorat personnalisé pour discuter de leur plan d’analyse, et effectuer les premiéres
étapes de traitement de leurs propres données ou de celles de leur plateforme.

Attention : Cette formation n'a pas vocation a mener a bien I’analyse compléte des données des participants, ni a les rendre indépendants
sur l'intégralité d'une analyse bioinformatique.

Modalités d’inscription

Date limite de pré-inscription : 16 mai 2016 (Sélection des participants : mi-juin 2016)

Remplir en ligne la fiche de pré-inscription (http://www.france-bioinformatique.fr/EBA2016/preinscriptions/). Le nombre de
places étant limité a 40, le comité d’organisation sélectionnera les participants d’aprés les renseignements portés sur cette fiche. Le
degré de maturité du projet scientifique impliquant 1’analyse de données de séquencage sera un des critéres d’évaluation.
Renseignements : AVIESAN - ITMO Génétique, Génomique et Bioinformatique, ecole-bioinfo@aviesan.fr

Site Web (matériel de cours, informations complémentaires): http://www.france-bioinformatique.fr/eba2016

Frais d’inscription pour les personnels académiques : 500 € (colit déja couvert pour les personnels rémunérés par I’Inserm) ; pour les
industriels : 1750 €. L’hébergement et la restauration sont inclus.
Coordination scientifique : Christophe Caron (INRA, Rennes), Jacques van Helden (AMU, Marseille), Matthias Zytnicki (INRA, Toulouse).

Enseignants/Encadrants : 30 formateurs provenant des organismes et universités suivants: CNRS, INRA, Inserm,
AgroParisTech, Institut Curie, Gustave Roussy, ENS, Aix-Marseille Université, UPMC, IRISA Rennes. Avec le soutien de
PInstitut Francais de Bioinformatique (IFB) et d'AVIESAN (Alliance Nationale pour les Sciences de la Vie et de la Santé).

Plateformes : IFB core (Gif-sur-Yvette), ABiIMS (CNRS/UPMC, Roscoff), eBIO (Univ. Paris Sud), Genouest (CNRS/IRISA, Rennes),
Genotoul (Toulouse), Institut Gustave Roussy (Villejuif), I2BC (Gif-sur-Yvette), Institut Curie - U900 (Paris), MIAT (INRA Toulouse),
Sigenae (Toulouse), TGML/TAGC (Marseille), URGI (INRA Versailles).

Gestion : Christine Lemaitre (AVIESAN, ITMO GGB, Paris), Katy Main (AVIESAN, Paris).
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6°m¢ Ecole de bioinformatique AVIESAN - IFB 2017

Traitement des données de génomique obtenues par séquengage a haut débit
12-17 novembre 2017, Station Biologique, Roscoff

Objectifs

La formation s’adresse a des chercheurs et ingénieurs directement impliqués dans des projets “Next Generation
Sequencing” (NGS). Cette édition de I'école s’adresse aux nouveaux enjeux technologiques: elle inclura notamment une
ouverture aux technologies lectures longues, qui transforment les approches en matiére d’assemblage de génomes et
I'identification de transcrits pleine longueur, ainsi que trois ateliers optionnels (lectures courtes : RNA-seq, ChlP-seq,
variants), et une introduction a 'intégration des données.

L’école vise a introduire les concepts et a manipuler les outils informatiques qui permettront aux participants d’analyser
ensuite leurs propres données de séquencgage. Elle sera basée sur une alternance de courtes sessions théoriques et
d’ateliers pratiques. Les participants bénéficieront d’'un tutorat personnalisé pour discuter de leur plan d’analyse, et
effectuer les premiéres étapes de traitement de leurs propres données ou de celles de leur plateforme. Attention : cette
formation n'a pas pour vocation de réaliser 'analyse compléte des données des participants.

Participants
Cette formation est destinée aux biologistes (ingénieurs, doctorants, chercheurs, enseignants-chercheurs,...) confrontés
a l'analyse de données NGS, et qui ne disposent pas des compétences bioinformatiques suffisantes.

Environnement de travail f} -R)

Nouveau : L’ensemble de la formation reposera sur I'utilisation de commandes en ligne (terminal Linux) pour les
analyses bioinformatiques, et du langage R pour les analyses statistiques.

Prérequis
Aucune connaissance préalable de I'environnement Linux ou R n’est requise: la formation débutera par une introduction
aux commandes en ligne qui sera progressivement approfondie au fil des sessions thématiques.

Modalités d’inscription

Date limite de pré-inscription : 19 mai 2017 (sélection des participants : mi-juin 2017). Le nombre de places étant
limité, le comité d’organisation sélectionnera les participants d’aprés les renseignements portés sur cette fiche. Le degré
de maturité du projet scientifique impliquant I'analyse de données de séquengage sera un des critéres d’évaluation.
Renseignements : ecole-bioinfo@aviesan.fr

Informations et inscriptions : http://www.france-bioinformatique.fr/eba2017

Frais d’inscription pour les personnels académiques : 500€HT=600€TTC (co(t déja couvert pour les personnels
rémunérés par I'lnserm) ; pour les industriels : 1.750€HT=2.100€TTC. L’hébergement et la restauration sont inclus.
Coordination scientifique : Christophe Caron (INRA), Jacques van Helden (AMU), Matthias Zytnicki (INRA).
Enseignants/Encadrants : une vingtaine de formateurs provenant des organismes et universités suivants: CNRS, INRA,

Inserm, AgroParisTech, Institut Curie, Institut Pasteur, Gustave Roussy, ENS, Aix-Marseille Université. Avec le soutien de
I'Institut Francgais de Bioinformatique (IFB) et d'AVIESAN (Alliance Nationale pour les Sciences de la Vie et de la Santé).

Plateformes : ABIMS (CNRS/UPMC, Roscoff), BIOGER (INRA Grignon), C3BI (Institut Pasteur, Paris), eBIO (Univ. Paris Sud), IFB
core (Gif-sur-Yvette), IGBMC (Strasbourg), Institut Curie - U900 (Paris), Institut Gustave Roussy (Villejuif), 12BC (Gif-sur-Yvette),
Genotoul (Toulouse), Genouest (CNRS/IRISA, Rennes), MIAT (INRA Toulouse), Sigenae (INRA Toulouse), TAGC (Marseille).

Gestion : Christine Lemaitre (AVIESAN, ITMO GGB, Paris).
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Résumé : Le genre Mucor appartient au
phylum des Mucoromycota, un groupe issu de
'une des lignées ayant divergé trés tét dans
I'évolution des espéces fongiques (early
diverging lineages). Ces groupes restent encore
trés peu connus par rapport aux Ascomycetes
et Basidiomycétes. Le genre Mucor est un
genre d'espéces saprophytes, avec cependant
une certaine diversité au niveau du mode de
vie. Il existe en effet au sein du genre, des
endophytes de plantes (comme M.
endophyticus) ou encore des pathogénes
opportunistes d'animaux (comme les espéces
thermophiles M. circinelloides ou M. indicus). Le
genre est ubiquiste mais il existe des
associations a certains habitats qui semblent
dénoter une certaine spécialisation. L’objectif de
cette thése était de mieux connaitre les
potentialités génétiques du genre Mucor lui

permettant ce mode de vie ubiquiste, son
potentiel d'adaptation mais également de
mieux comprendre I'existence au sein du genre
d'espéces semblant s'étre spécialisées en
colonisant préférentiellement ou exclusivement
certains habitats comme le fromage. Afin
d'atteindre cet  objectif des études
transcriptomiques et génomiques comparées
ont été menées dans le cadre de cette thése |,
afin de déterminer les principales
caractéristiques des génomes de Mucor aussi
bien structurelles que fonctionnelles, identifier
les similitudes au niveau des espéces étudiées
et aussi leur spécificités e en fonction des
modes de vie/habitats et déterminer s'il existe
chez les espéces fréquemment rencontrées
dans les fromages (et notamment pour celles

Keywords: Mucor, Transcriptomics, Comparative genomics, Adaptive evolution

Abstract: The genus Mucor belongs to the
phylum Mucoromycota; a group that derived
from the lineages that diverged early in the
evolution of fungal species (early diverging
lineages). These groups have been less well

studied and are less well understood in
comparison to Ascomycetes and
Basidiomycetes. The genus Mucor is

composed of saprophytic species, but also
encompasses species with diverse lifestyles.
For example, it includes plant endophytes
(such as M. endophyticus) or opportunistic
animal pathogens (such as the thermophilic
species M. circinelloides or M. indicus). The
genus is ubiquitous but there are some
associations with specific habitats which seem
to indicate specialisation. The aim of this thesis
is to better understand the genetic potential of
the genus Mucor in particular, to decipher how

considérées comme technologiques) des
traces d'adaptation voire de domestication.
it maintains this ubiquitous lifestyle, its

capacity to adapt to diverses habitats and to
better understand the existence within the
genus of species that may have undergone
specialization allowing them to preferentially
or exclusively colonise certain habitats, such
as cheese. In order to achieve this, we have
performed comparative transcriptomic and
genomic studies in order to determine the
main structural and functional characteristics
of the Mucor genomes, identify similarities
among the species studied and also assess
whether there exist specific genetic
associations  with lifestyle/habitat and
determine whether the species frequently
found in cheese (in particular those species
considered as technological) harbour imprints
of adaptation or even domestication.
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