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Remer ciements (comprenne qui peut...)

Avertisement aux ames ensibles: pour avoir lu de nombreux remerciements de théses en
conndssant le derriere des choses, je sais que sous une phrase gentill e se dissmule parfois

une pointe d’amertume ou dironie.

Ne dherchez rien de tel dars ces pages.

Je suis arrivé au Laboratoire de Biométrie € Biologie Evolutive par un jour pluvieux
d’ octobre. Tout de suitej’ai pressenti quel cdvairej’alaisvivreici. Les locaux, immenses et
déserts résonnaient sous mes pas. Les rares étudiants qui se trouvaient la daient dis€minés
aux quatre mins de ce paysage désolé, silencieux, laissant seulement parfois échapper un
faiblerdled agonie.

Jai été littéralement placésous les ordres de Guy Perriere, un personrege aditoritaire
et tadturne, mystique ill uminé ne buvant que de I’eau, et j'ai rapidement compris que nos
golts et nos caractéres étaient diamétralement oppasés. Réprimant chacune de mes initi atives,
il S'est consciencieusement attaché adéprécier mon travail et a ruiner mon moral pendant ces
trois longues années. Je lui tiens une rancune particuliére de ne m’avoir jamais permis de
présenter mes résultats ala communauté scientifique, que ce soit en France ou al’ étranger. Il
en est de méme pour la pulicaion darticles: pas la moindre ade, pas le moindre @nseail.
J espére sincerement ne plus jamais avoir affaire ace personrege.

Ja également di faire face aune alversité redouable en la personre du drecteur de
notre éuipe, Manoo Gouy. Doté d' un ego surdimensionng, Mandlo tache cntinuell ement
d attirer I' attentionalui en parlant fort et prend unmalin plaisir a mésestimer le mérite de ses
coll aborateurs et étudiants, afin de s'en attribuer tous les lauriers. Des rares discussons que
nouws avons eu ensemble, ouil cherchait a peine acomprendre cedort je lui parlais, je n’ai
retiré que jugements définitifs et sentences destructrices, qui loin de me faire progresser dans
ma problématique, m’ ont souvent fait me fourvoyer dans des voies gériles. Je ne souhaite a
aucun thésard davoir quelquun comme Mando pou I'encadrer et s je devais avoir un
modele de dercheur a qui resembler dans |'avenir, ce n'est certainement pas lui que je
choisirais!

Je ne peux évoquer ce trop long s§our au laboratoire sans mentionrer le souvenir

cuisant de mes contacts avec Laurent Duret. D’un raturel obtus et singulierement dépourvu



d'imagination, Laurent végéete dans ©n hureau en attendant la retraite. Tous ceux qui le
conreissent vous diront qu' une discusson aveclui est immanquablement une perte de temps,
et les nétres n'ont pas échappé ala regle. Et encore faut-il, avec lui, se cantonrer a des
relations grictement professonrell es, sous peine d'y perdre bien plus que dutemps...

Troisans! Trois ans asuppater lasolitude ¢ le sil ence pesant de ces locaux, décirés
seulement par les hurlements périodiques et sonares du drecteur du Laboratoire, Christian
Gautier, expresson ¢k son courroux contre quelque dudiant. Si encore j’avais pu trouver du
réconfort en dehors de la sphére de larecherche... Maisj’ai d( en particulier suppater, tant au
travall quen privé, la compagnie récurrente d’un facheux, nanmé Gabriel Marais, aqui je
crains de n’ étre jamais parvenu afaire comprendre toute I’ inimitié qu'il m’inspire. Je me suis
souvent heurté asa vision conservatrice des siences et de |’ évolution, lorsque, sans beaucoup
d'illusion, je tentais de I'intéresser a mes résultats ou a n'importe quel autre sujet, et la
discusson retombait immanguablement, comme un soufflé. Naif que j’ étais de penser que son
avis pourait m’étre d' une quelconqte utilit é! Je mmpte bien ne plus jamais avoir a interagir
aveclui, tant du pant de vue humain que scientifique. De méme, avecles autres étudiants de
I’ équipe, mes relations ont éé mnstamment tendues et froides. J ai notamment été plus qu' a
mon tour, I’'innccente victime de I’ humour discutable du sinistre Adel Khelifi.

Je dois terminer en évoquant Emmanuell e, dort j’al du suppater la présence presque
24024 pendant trois ans. Ce fut un ritable enfer d' avoir atout endosser et de devoir en plus
suppater ses crises d’ hystérie quatidiennes. Par quel jeu amer du destin nous retrouvors nous
de nouweau ensemble, dansle méme laboratoire pour I’annéequi vient !

Bref, le ledeur aura compris gque les condtions dans lesquell es le travail présentéici a
été réalisé, sont parmi les pires que I’on puss imaginer. Dans I’ adversité, j'ai éé obligé de
faire aec trois bous de ficdle: le laboratoire, et particulierement |I' équipe de
Bioinformatique & Geénomique Evolutive, est en effet doté d'un matériel informatique
médiocre @ les outils qui y sont développés ont pou la plupart sans aucun intérét, et pas
seulement du pant de vue de ma problématique.

Joulie de mentionrer bon nambre de personres a qui je dois des moments difficil es.

Je pense qu' elles ne m’ en tiendront pas rigueur...

P.S: s vous n'avez pas tous les ééments pour juger, abstenez-vous de tirer quelque

conclusion...
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1 . Chapitreintroductif : Une breve histoire dela perception du

monde procaryote

1.1 Pléomor phistes contre monomor phistes

Fig. 1.1 : Ehrenberg
reconnait une grande
variabilité de formes
bactériennes :
Bacterium, Vibrio,
Spirochaeta et Spirillum.

L’ existence des organismes unicell ulaires est connue depuis
le XVII*™ siécle ¢ les observations de Leeuwenhoek, mais les
premiéres descriptions sientifiques et tentatives de dassfication
de ces «animalcules des infusions» sont le travail d Ehrenberg
dans les années 1830. Il reconreit un grand nanbre de genres
d'infusoria parmi lesquell es Bacterium (batonnets droits et rigides),
Vibrio (baonrets tordus non rigides), Spirochaeta (filaments
spiraux non rigides) et Spirillum (filaments iraux rigides), sans
savoir si ce quil classfie dns représente différentes espéces ou
différents dades de vie d'un méme organisme (Fig. 1.J).
Rapidement, ces microbes ont considérés par certains cientifiques
comme les représentants d’ une seule & méme espece, dauéed’ une
cgoacité aprendre une grande variété de formes (pléomorphisme),
selon leurs condtions de ailture ou leur stade de vie. On ascie
parfois ces organismes au regne animal, mais plus fréquemment a
des plantes ou a des champignors dégénérés. Cependant, verslafin

du siede, un debat S engage eitre les partisans du déomorphisme, et ceux qui soutiennent

I’idée que la diversité des formes observées représente autant d’ especes (monamorphisme).

Le débat est contemporain de céui concernant la génération sportanée, et intervient dans un

contexte ou les idées transformistes commencent a @re aceptées par nombre de scientifiques

: alafois la génération sportanée ¢ le pléomorphisme des microbes peuvent étre interprétés

comme une confirmation des théses de Lamarck. Les théses pléomorphistes sont défendues

ardemment, ndamment par Béchamp qu considére que tout étre vivant est constitué de

«microzymes » qui peuvent s asembler en badéries, qu ellessmémes peuvent changer de

forme. Mais I'histoire a surtout retenu les noms des défenseurs de | hypothése
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monamorphiste, qu sont en général également « anti-sportanistes », comme Ferdinand Cohn
et Louis Pasteur. Parmi eux, Robert Koch, bologiste dlemand tres attaché ala anception
linnéenne de |I’espéce, joue un rdle déterminant dans le reglement de la ntroverse. Il
développe la technique de allture bactérienne sur milieu solide (agar-agar) qui permet
I"isolation des uches de bactéries. En 1876,il met en évidence que |'agent causal de la
maladie de I’ anthrax est la badérie Bacillus anthracis, confirmant ainsi |a théorie des germes
de Pasteur, et en conclura plus tard que diaque forme de celule observée, chaque maladie
corresponda une espece badérienne. Malgré une résistance des pléomorphistes, dort certains
défendront leur thése jusque dans les années 1950 (par exemple le Dr. Roya R. Rife,
inventeur d’ un microscope révolutionraire dans les années 1930 - voir auss Wainwright,
1997 pou quelques exemples), la microbiologie eitre dors dans une phase de
monamorphisme dogmatique, qu permettra d’ envisager d’établir une vraie classfication.
Notamment, en 1844,Hans Christian Gram y contribue de maniére importante en déaivant
une méthode de mloration qu permet de définir deux groupes de badéries, dort on
démuwrira plus tard quils congtituent des lignées de grande importance éolutive. Les
badéries nt aors, et pou longtemps, méme ares I'invention du concept de gene,
considérées comme des organismes a reprodiction vegétative stricte, si primitifs qu'ils ne
peuvent poseder des géenes diff érenciés. Imaginer une sexualité ez ces organismes « pré-
géniques » est impossble. Toute variation de formes observée dans une allture badérienne
est attribuée ades contaminations et jette le doute sur le sérieux et larigueur du manipulateur.
Lorsque, au début du XX®™ siéde, plusieurs microbiologistes déaivent leurs observations

d une @njugaison bactérienne, il's ot raill és par les monamorphistes (Wainwright, 1997%.

1.2 Transfert horizontal et support de I’hérédité : les débuts de la biologie

moléaulaire

Le premier transfert horizontal déait est une arancée maeure de la biologie
moléaulaire, et peut méme &re vu comme son expérience fondatrice En 1928,Griffith pubie
le résultat de ses expériences sur les pneumocoques (Griffith, 192§. Il dispose de deux
souches dort I'une est virulente, possede une casule, et forme des colonies lisss (type S
pou Smocth) et I'autre aténuée sans capsule, forme des colonies rugueuses (type R pou
Rough). Les badéries virulentes, détruites par la chaleur, ne provoqent aucun symptome
chez la souris. Cependant, il observe que lorsque ces débris de bactéries nt injedés en
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méme temps que la bactérie non \irulente, I’anima développe les symptébmes de la
pneumonie & meurt. Les badéries récupérées du sang des animaux morts forment des
colonies lisss. Griffith en déduit I’ existence d’ un principe thermostable qui a la capadté de
transformer les souches avirulentes en souches virulentes, et ce de maniére stable, modifiant
dorc leur hérédité. 1| nomme ce phénomeéne « transformation ». La question ce la nature de ce
principe transformant se pose dors. Ce sont Avery, Madeod et McCarty qui, en 1944 mettent
en évidence la nature de I'agent de la transformation en tentant de I'isoler par divers
tratements (Avery, et al., 1949. lls observent que seul le tratement par une
« désoxyribodépoymérase » est capable de supprimer le pouvar transformant de la
suspension ce badéries lysées par la dhaleur. Cette observation est incompatible avec
I’hypothése dominante a I’époque, selon laquelle le gene et de nature protéique. lls
identifient dorc le suppat de I'hérédité comme éant un acide désoxyribonwcléique d
prédisent que sa structure est plus complexe que I’ enchainement monaone de bases azotées
gu on se représente al’époque. Malgré le grand soin et la rigueur des expériences d’ Avery,
Madeod et McCarty, cete déouwverte est accueilli e avec beaucoup de scepticisme d il faut
attendre les travaux de Chargaff, Hershey et enfin Watson et Crick pou qu elle soit

pleinement reconrue.

L'expérience de Griffith, oure son impad évident sur les démuvertes a venir,
congtitue la premiére preuve dufait qu'il existe bel et bien ure forme de « sexualité» (dansle
sens édhange de matériel héréditaire avec d’autres individus) chez les badéries. Quelques
années aprés la démuverte d Avery, Lederberg et Tatum (Lederberg et Tatum, 1946
déaivent une expérience de cmplémentation fonctionrelle chez Escherichia coli qui montre
gue les badéries peuvent échanger des génes d’ une tout autre maniere, via un mécanisme qui
requiére le contact physique entre les cdlules : la wnjugaison. Selon Lederberg Iui-méme,
cette découverte est « postmaturée» (Zuckerman et Lederberg, 1986, c'est-a-dire que le
dogme monamorphiste de Koch et Cohna enpédé pendant des années |es microbiologistes
d étudier et méme d'imaginer |’éventudité d édchanges de matériel héréditaire ez les

badéries.

Les démuvertes des années 1940 avaient préparé le terrain pou |’ acceptation dune
génétique des bactéries. Outre |’ expérience d' Avery, de nombreux résultats de biochimie
tendaient a mettre en avant les caradéristiques communes des microbes et des « organismes
supérieurs », notamment les expériences de Bealle @ Tatum (Beadle @ Tatum, 1947 sur le
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champignon uncdlulaire Neurospora crassa, la mise en évidence des propriétés
mendéliennes de la transmisson ks fonctions enzymatiques et la théorie qui en naguit : «un
gene =une enzyme ». Ces expériences, dort sont grandement inspirées cdles de Lederberg et
Tatum chez E. coali, éablissient un aganisme unicellulaire omme modéle d éude de la
génétique moléaulaire.

1952est une année extrémement riche pour le sujet qui nows interesseiici : elle voit la

mise en évidence par Hayes (Hayes, 1952 du fait que la mnjugaison bectérienne mnsiste en
un transfert unidirectionnel d ADN d'une cdlule aune aitre & non, comme on pouit le
penser par analogie avec les champignors, en une fusion e cdlules. Zinder et Lederberg
(Zinder et Lederberg, 1952 montrent que les virus de badéries (ou bactériophages) sont
cgpables de transporter du matériel génétique de leur héte d ainsi de participer aux échanges
sexuels des badéries (transduction). Lederberg (Lederberg, 1952 invente d'autre part le
terme «plasmide» pou désigner des ééments génétiques extrachromosomiques qui se
répliquent de maniére aittonome. Hershey et Chase (Hershey et Chase, 1952 montrent que
seul I’ADN du bectériophage est injedé dans la cellule & qu'il

suffit a la multiplicaiion de particules virales dans I’ h6te. Enfin,
Luria ¢ Human (Luria & Human, 1953 décrivent ce qui sera
compris plus tard par Arber et Kehnlein (Arber et Kehnlein,
1967 comme les systemes de méthylation/restriction ce I’ ADN
dans les badéries.

Mon popcs n'est pas de déaire ici toutes les avancées de

la biologie moléaulaire acette goaque. Il convient seulement de

noter a quel paint I’ existence d' une sexudité chez les badéries a
€té mmpliguée amettre en évidence dans une microbiologie ou

toute variation était a priori soupconrée détre une

Fig. 1.2: «tout ce qui
est vrai pour le contamination, et I'impad incommensurable qu'a eu cette
colibacille est vrai pour
1'éléphant »

Dessin de B. Senez
1972

démuwerte, via naamment les travaux de Jawmob, Lwoff et
Monod, sur notre vision du monde procaryote avec pou étape
ultime |’ apharisme bien connu @& Jacques Monod: « Tout ce qui

est vral pou Escherichia coli est vrai pou I’éléphant » (Fig. 1.2.
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1.3 Lasystématique moléaulaire et la déoouverte des archées

Au milieu des années 1960, une nouwelle ére souwe pou les évolutionnistes :
Zuckerkand et Pauling (Zuckerkand et Pauling, 1965 remarquent que les squences d’ ADN
et de protéines ont particuli érement bien conservées au cours des temps évolutifs, et qu eles
congtituent de ce fait d’'excdlents marqueurs pou la détedion, I'identification et la
clasdficaion des micro-organismes. Ce n’est que dans les années 1970, avec les travaux de
Fox et Woese (Fox, et al., 1977 sur I’ARN de la petite sous-unité du ribosome (16S et 18S),
que cdte stratégie sera mise en cauvre de maniére systématique din déablir une
classficaion du monde procayote. Ces auteurs démuwent alors que la diversité des
« procaryotes » a éé largement sous-estimé, et suggerent qu’ une division dumonce vivant en
trois «Urkingdoms» («royaumes primaires») est plus appropriée que | habituelle
dichotomie procaryote/eucaryote (Woese @ Fox, 1977. Woese fait remarquer que cette
dichotomie, définie originellement par Chatton en 1930et largement considérée @mme ayant
une base phylogénétique, n'est en réalité qu’ une définition par défaut des procaryotes comme
noneucaryotes (Woese, 1987. La dénomination proposée par Woese pou ces trois
Urkingdoms (ou damaines) est la suivante : d’une part les Urkaryotes dort la définition
équivaut a cell e des eucaryotes ; d’ autre part, les eubadéries qui représentent la quasi-totalité
des badéries reconnues jusqu aors ; enfin, les archaebactéries qui, en |’ état des connai ssances
de 1977,semblent toutes présenter la particularité d' étre méthanogenes ce qui, éant donre la
maniéere dort on se représente |’atmosphere de la terre primitive, est interprété par Woese
comme la preuve de leur ancienneté. L’ existence de telles « bactéries » était connwe depuis
leur description par Sohngen en 1906 (Sohngen, 1906, qui avait montré qu'il existait des
badéries qui powaient utiliser le méthane comme source de carbore, et d'autres qui en
produsaient. Mais Woese (1977 montre que leur identification comme bactéries n’est due
qu a leur petite taille & que, au niveau de leurs ARNSs ribosomaux, qu sont parmi les
moléaules les mieux conservées du vivant, ces organismes n’ont pas plus de points communs

avecles badéries que ces derniéres n’en ort avec les eucaryotes.

Plus tard, Woese propase une phylogénie universelle & une dassfication du vwvant (fig.
1.3 (Woese, et al.,, 1985 Woese, 1987. Il définit dix divisons maeures parmi les
eubadéries aur des critéres moléaulaires: (1) les bactéries pourpres (« protéobactéries »), (2)

les badéries Gram-positive, (3) les cyanobaderies, (4) les irochetes et apparentées, (5) les
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badéries vertes sulfureuses, (6) les bacteroides, flavobaderies, cytophagales et apparentées,
(7) les planctomycetes et apparentées, (8) les Chlamydiales, (9) les micrococcus

radiorésistantes et apparentées, et (10) les bactéries vertes nonsulfureuses et apparentées (voir

tableau 1.1).

Divisions

Subdivision

Genresreprésentatifs

Protéobactéries

- protéobactéries

Agrobacterium, Rickettsia

[3- protéobadéries

Thiobacillus, Neisseria

y- protéobactéries

Escherichia, Legionella

- protéobadéries Myxobacterium
€- protéobadéries Helicobacter
gram-pasitives Haut G+C Actinomyces, Sreptomyces,
Mycobacterium
Bas G+C Bacillus, Clostridium
Espéces photosynthétiques Heliobacterium

Espéces « gram-négatives »

Megasphaera, Sporomusa

Cyanobadéries et apparentées

Nostoc, Synechococcus

Spirochétes et apparentées Spirochétes Treponema, Borrelia
L eptospiras Leptonema, Leptospira
Badéries vertes sulfureuses Chlorobium, Chloroherpeton
Badéroides, Flavobacteries, | Badéroides Bacteroides, Fusobacterium
Cytophagales et apparentées Flavobadéries Flavobacterium, Cytophaga
Planctomycetes et apparentées | Groupe des Planctomycétes Planctomyces, Pasteuria
Thermophiles I socystis pallida
Chlamydiales Chlamydia
Micrococcus radiorésistants et | Groupe des Deinococcus Deinococcus
apparentés Groupe des Thermophiles Thermus

Badéries vertes non sulfureuses

Groupe des Chloroflexus

Chloroflexus, Her petos phon

Groupe des Thermomicrobium | Thermomicrobium roseum

Tableau 1.1: Les divisons du damaine des bactéries d’ aprés Woese, 1987 modifié. Woese
mentionre |’ existence de bactéries non classées dans ces divisions dont natamment Thermotoga. Son
caactére hyperthermophile e sa position basde dans I'arbre en font un cas particulierement
intéressant.

La plupart de ces groupes ne reposent que trés partiellement sur des criteres
phénatypiques, la variabilit € des modes de vie al’intérieur des divisions étant importante. Par
exemple, ladivision des protéobadéries (« bactéries pourpres »), dort le nom fait alusionala
présence dhez certains de ces organismes d'un ggment lié ala phaosynthése, est composée
de nombreux groupes (a, B, 9, €, y) qui contiennent tous des bactéries dépourvues du fameux
pigment, et donc non phaosynthétiques. Woese propcse que I’ancétre mmmun ce cdte
division était phaosynthétique @ que ce aractére a é&té perdu dusieurs fois indépendamment
(Woese, 1987. Cependant, il note I’ extréme hétérogénéité du groupe pou d’ autres caraderes
importants: il existe en effet des protéobactéries hétérotrophes, chimiolithotrophes,

anaé&obies, aérobies...

16




EUKARYOTES

EUBACTERIA g
b%g::::u QG:?II;T. ng;?c-:::‘:::?r plants

clarlo

flageltotes
cyanobacterlo "

flavobocterky

microsparidlo

L ] 1 ]
h:ﬁ;ﬁﬂ:. methonogens axirame thermophiles

ARCHAEBACTERIA
Fig. 1.3: Laphylogénie universelle du vivant basée sur I’ ARN ribosomal (Woese, 1987)

Un autre cas est celui de la division des badéries gram-positives : d' abord définies aur
le aitére de leur sensibilit é ala wloration de Gram, ce groupe s est avéré contenir un certain
nombre de bactéries négatives a la wloration (comme certains mycoplasmes). D’ autre part,
des badéries d'autres divisions nt positives a cdte wloration comme par exemple
Deinococcus radiodurans, qu appartient a la division des micrococcus radiorésistantes. En
outre, la mhérence de la division des gram-positives a éé remise en doue. Il semble en effet
qu elle soit composée de deux grands groupes de bactéries différant par le mntenu en bases
de leurs génomes et dort la proximité n’est pas certaine : les gram-pasitives a haut-G+C et les
gram-paositives a bas G+C (Gdltier et Gouy, 1999. Il se pourait dorc que le caradere

« Gram-positif » présente un degré asez important de convergence dez les badéries.

Les relations entre ces grandes divisions ornt incertaines dans la phylogénie de I’ARN
16S (Woese, 1987). Lesfig. 1.3et 1.4 montrent que les suls groupes dort la position est bien
soutenue dans I'arbre des badéries nt les plus basaux. Ces groupes représentent des
badéries hyperthermophil es dornt notamment les genres Thermotoga et Aquifex. L’ absence de

résolution entre les autres divisions a éé interprétée par Woese (Woese, 1987 comme
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I"indice d’une radiation, c’est-a-dire une diversificaion trés rapide des phylums bactériens.
De nombreuses phylogénies basées aur des protéines présentent également cette dsence de

résolution entre ces groupes (Koorin, et al., 200J).

A I'épogLe de la dasdfication e Woese (Woese, 1987, la diversité du monde des
archées commence a apparditre : en plus des méthanogenes, on trouve des archées
thermophil es extrémes (hyperthermophles) ou helophles. Plus tard, on dmuvrira que les
archées ont présentes dans tous les milieux, et notamment qu'il en existe de trés nombreuses
qui sont mésophiles. On les subdvisera en deux grands groupes (voir par exemple Brown et
Dodiittle, 1997 : (1) les Euryarchaeotes contenant des especes aux caadéristiques
émlogiques trés  variables: hyperthermophiles  (Pyrococcus), = méthanogenes
(Methanosarcina), halophiles (Halobacterium), méthanogenes thermophles
(Methanobacterium), et (2) les Crenarchaeotes dort la plupart sont hyperthermophles ou
thermoaddopliles (Sulfolobus, Thermoproteus). On trouve des mésophiles dans les deux
grands groupes. L’ existence d’'un troisieme groupe, les Korarchaeotes, a éé propcsé sur la
base de PCR faites directement sur des échantill ons d’ eaux de sources chaudes (Barns, et al.,
1996 (voir Fig 1.4). Plus récemment, un noueau groupe d' archées a éé démuvert dort les
membres emblent possader des taill es de célule @ de génome tres réduites : les Nanoarchées
(Huber, et al., 2002.Cependant, en 1987,les archées semblent se cantonrer a des milieux
extrémes, cequi conforte |I'idéequ’ ell es conservent a bien des égards des caradéres primitifs.
Malgré le nom qu'il leur a attribué, Woese n’en fait pas pour autant les représentants de
I’ancére universel, et préfere voir ce dernier comme un pogéncte, un aganisme
« génétigue », mais pas encore « génomique », dans lequel ni le nombre de wpies d'un gene,
ni la spédficité des fonctions qu'il asaure ne sont tout a fait fixés (Woese, 1987. De cd
ancére auraient émergé indépendamment les trois lignées conrues aujourd’ hui, et les archées
évoluant plus lentement et conservant une niche écologique proche de I'ancére airaient
conservé de nombreuses adaptations aux milieux extrémes. De méme, les bactéries ayant la
paosition la plus basale dans I’ arbre, i.e. Thermotoga et Aquifex auraient hérité leur caradére
thermophile de |’ ancé&re commun du wvant. Ainsi pou Woese, |les diff érences de longueur de
branches observées a la base des trois domaines ne représentent pas le temps écoul € depuis la
séparation ks lignées, mais le fait que les taux d'évolution ont pu varier entre les lignées,
notamment durant la phase de progénate que dhaaune d’entre dles a di conreitre. Cependant,

I’ émergence simultanéede ces trois domaines reste hautement spéculative.
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En 1989, @ux articles indépendants propasent de raciner la phylogénie du vivant. Le
raisonnement est le suivant : puisque aicun groupe externe, aucune spédation antérieure ala
séparation ckes trois grands groupes ne peut par définition exister, il faut utili ser un autre type
d événement pou orienter I’ arbre phylogénétique. Or, en phylogénie moléaulaire, les arbres
ne déaivent pas nécessairement la phylogénie des especes, mais peuvent également permettre
de situer, relativement aux événements de spédation, les événements de dugication du gne
considéré. Ainsi, pou radner |'arbre du vivant, il suffit de trouver une dugication antérieure
aladiversification des domaines. Des genes ayant subi de tell es dupications existent : lwabe
et al. (Iwabe, et al., 1989 décident d’ utili ser les protéines des facteurs d’ élongation dort deux

formes existent chez tous les organismes : une premiere dort la fonction est de faciliter la
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fixation de I’ ARN de transfert chargé au ribasome (EF-Tu chez les badéries et EF-1a chez
les archées et les eucaryotes), et une seconde qui permet la trandocaion ce cet ARN de
transfert (EF-G chez les badéries et EF-2 chez les archées et les eucaryotes) (voir fig 1.5, e
phylogénie plus récente des fadeurs d' éongation). Gogarten et al. (Gogarten, et al., 1989
utili sent quant & aux une dudicaion préoce qui a donré deux sous-unités de I’ ATPase de
type V (pou les archées et les eucaryotes) et de type F (pour les badéries). Ces deux travaux
propasent tous deux une radne de I’ arbre universel dans la branche des bactéries. Aingi, les
archées wraient le groupe frére des eucaryotes. Cette idée ne provoqle pas de grandes
surprises car les archées ®mblent possder de nombreux mécanismes communs avec les
eucaryotes, ndamment en ce qui concerne la réplication, la transcription et la traduction.
Cette position celaradne est dornc rapidement et largement acceptée. Cependant, les donrées
de séquences affluant, la belle image

d' un arbre @nstitué de trois domaines  aririnesuccinae synnetase
Aspartyl-IANA synthetase
létiques et radngé, par deux  AThsssssubun
monomy q ! p 2:“. pnryml:r:se B
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RMNA polymerags subunit &
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Sacy
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. ALADH
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archéennes et eucaryotes) chez des — guwmine synhatsa
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fortement en cause la position e 1a  syicomeyme & synthetase
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radne dans le travail de Gogarten et al.  isd, nisi

Photalyase
rpA, tpd, trpE, upG

(Gogarten, et al., 1989. Ensuite, C'est

la phylogénie basée sur les fadeurs

d'élongation qu est remise en cause par Fig. 1.6: Les différentes paositions de la racine de

Forterre et al. (Forterre, et al., 1999, I' arbre du vivant obtenues en utilisant différente
) _ protéines.

notamment du fait du faible nombre de B : Bactéries, A : Archées, K : Eucaryotes. Extrait

sites aur lequel est basé I'alignement de Brown et Doolittle, 1997
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des deux groupes de paralogues. Mais, plus grave, |I’accumulation de phylogénies radnées du
vivant présentent des résultats contradictoires : a peu prés chaque position ce la radne
imaginable trouve son géne pou la soutenir (voir fig. 1.6). Cependant, il a &€& montré que
pou nombre de ces phylogénies, la position inférée de la racine ne peut ére considérée
comme mrrede du fait de la saturation dusignal phylogénétique (Phili ppe & Forterre, 1999.

D’unautre dté, ¢’ est lamonophylie des archées qui est remise en doue. Lake propase
des 1988 quun des grands groupes d'archées (les crénarchées ou éocytes) est plus
étroitement apparenté aux eucaryotes qu aux autres archées. Cette hypothese est d’abord
baséesur une éude de laforme des ribosomes (Lake, 1988 puis aur ladémuverte d’ un insert
de 11 addes aminés commun aux eucayotes et aux crénarchées, et absent chez les
euryarchées et les bactéries dans le facteur d’ @ongation EF-1a (Rivera @ Lake, 1999. Elle
trouve également un certain soutien dans des phylogénies comme cdle des facteurs
d éongation révisée par Badauf et al. (Baldauf, et al., 1999 (Fig. 1.5. D’autres auteurs
encore propcsent des liens de parenté entre achées et badéries Gram positives, sur la base du
gene HSP70 (Gupta @ Golding, 1993 Gupta, 1998&). Pour expliquer ces incongruences entre
les différentes phylogénies de génes, plusieurs hypothéses vont étre proposées ou le
phénomene de transfert horizontal est souvent invoqlg, d une maniere ou d une autre parfois
via la chimérisation d organismes.

1.4 Lesthéoriesendosymbiotiques

Si I’on fait I’ hypothése que ces phylogénies représentent toutes la véritable histoire des
genes, cdaimplique que I’ évolution des bactéries, archées et eucaryotes a partir de I’ancére
commun uriversel est une suite d’ événements bien plus complexes que la simple descendance
avec modification. Autant de transferts horizontaux entre especes lointaines peuvent étre
invoques pour expliquer ces incongruences, mais I’ existence gparente d'un nambre restreint
de phylogénies alternatives va suggérer de nouwell es hypothéses.

Dés le XIX®™ siede, les plastes des organismes chlorophylliens ont éé soupconnés
d étre des symbiotes. Cependant, ¢’ est seulement dans les années 1960 qu cette hypothese
est remise a1 golt du jour, avec la propasition par Margulis (Margulis, 1970 que non

seulement les plastes, mais également les mitochondies congtituent les restes
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d endaosymbiontes phagocytés par un « protoeucaryote ». Dans leur article de 1977,Fox et al.
(Fox, et al., 1977 font allusion au fait que I’ ARN ribosomal confirme la proximité des plastes
et des cyanobadéries. La proximité des mitochondies et des a-protéobactéries apparait
également trés clairement dans les premieres phylogénies incluant des genes mitochondiaux
(Schwartz et Dayhoff, 1978 Dayhoff et Schwartz, 1981 Schwartz et Dayhoff, 1981).
Plusieurs événements indépendants d’ endosymbiose ont donc eu lieu de maniére certaine a
cours de I’ évolution des eucaryotes, ce qui semble faire de cemécanisme un moteur puissant
de I’évolution. Chaaune de ces endosymbioses a éé suivie d’une chimérisation des génomes
des protagonistes, provoquant des incongruences phylogénétiques relativement fadlement

interprétables.

Ainsi, pou interpréter les incongruences observées entre les phylogénies moléaulaires,
Zilligetal. (Zillig, et al., 1985 Zillig, 1987 proposeront que les eucaryotes ont le fruit dela
fusion dune achée d@ d’'une badérie. Golding et Gupta (Golding et Gupta, 1995, modifiant
la thése de Zilli g, proposeront plus tard comme candidat une bactérie gram-négative @ une
archée éocyte sur labase de I’ é&ude d’ un ensemble de 24 phylogénies de genes dans lesquell es
ils décderent deux positions concurrentes pou les eucaryotes : |'une rrespordant
typiquement a cdle de I’ARN ribosomal (ou chague domaine et monophylétique € ou les
distances entre groupes indiquent une proximité des eucaryotes et des archées) et une aitre ou
les eucaryotes éaient significativement groupés avec des badéries gram-négatives. Selon
Golding et Gupta, cerésultat peut s expliquer par une chimérisation qu se serait située aant
I’endosymbiose de I’ancére a-protéobadérien de la mitochondie, et qui aurait provoqué
I"apparition du myau eucaryote. Ces derniers sraient dorc le fruit, non @s d'une
chimérisation grimordiale, mais de deux successves. Cependant, ces résultats ont é&é aiti qués
par Roger et Brown (Roger et Brown, 1996 qui attribuent les groupements observés, apres
réexamen des phylogénies, au choix des quences utilisées pour reconstruire les arbres.
Lorsgue toutes les fquences disponibles ont incluses dans I’ alignement, plus aucun arbre ne
soutient le groupement des eucaryotes et des bactéries gram-négatives. La polyphylie des
domaines ssmble s expliquer plus rationnellement par de multi ples transferts de génes ou des
paralogies nonidentifiées. D’ autres hypotheses plus ou moins semblables a celle de Gupta d
Golding ont égadement éé proposées (Cavalier-Smith, 1987 Lake d@ Rivera, 1999,
cependant toutes suppasent un événement de fusion ou e phagocytose d’'un des partenaires
par 'autre, or ni les bactéries ni les archées actuellement conrues ne sont cgpables de
phagocyter une célule si petite soit ele.
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Une hypothese intéressante est, de nouweau, cdle propcsée par Lynn Margulis
(Margulis, 1996, pus reprise indépendamment par Moreira & Lopez-Garcia (Moreira d
Lopez-Garcia, 1998 et Martin et Miller (Martin et Muller, 1998. Sappuyant sur les
asciations impli quant des archées et des badéries observées dans la nature, ell e propase non
pas une fusion, mais une symbiose intime entre une badérie, fermentant la matiére organique
et produsant du H, et une achéeméthanogene, consommatrice de H,. Pour Martin et Miller
(Martin et Muller, 1998 en particulier, la badérie impliquée et un a-proteobactérie qui
donrera plus tard la mitochordrie. Cependant, I'interprétation des difféérentes phylogénies
reste complexe @ implique malgré tout, si I'on suppcse que I'histoire des genes y est
rédlement représentée de nombreux transferts horizontaux impliquant des badéries et des

archées.

1.5 Evidences phylogénétiques de transferts horizontaux

«From a prokaryotic perspective,
sexual eukaryotes like ourselves are
incestuous nymphomaniacs: we do
«it» too far often and almost
exclusively with partners that, from a
phylogenetic per spective, are
essentially identical to ourselves »
Levin et Bergstrom, 2000

15.1 Transfertsentre domaines: lesrelations entre hyperthermophiles

Des transferts entre badéries et archées ssmblent en effet s étre produts au cours de
I”histoire des procaryotes. Les plus marquants concernent probablement les badéries et les
archées hyperthermophiles. D&a suggérés par une étude de Huang et Ito (Huang et Ito, 1999
sur la famille C des ADN paymeérases, |’ existence de tels transferts déclencha une véritable
controverse avec le séquencage mmplet des génomes d’ Aquifex aeolicus (Deckert, et al.,

1998 et de Thermotoga maritima (Nelson, et al., 1999 qui révélaient que respedivement
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10% (Aravind, et al., 1998 et 24 % (Nelson, et al.,
1999 des ORFs prédites dans ces génomes étaient
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Olsen, 1999 font remarquer non seulement que ce

critére n'est pas particuliérement stringent, mais

étude phylogénétique pourait montrer les
véritables liens de parenté entre ces quences. Ces phylogénies une fois remnstruites ne
présentent que rarement un suppat statistique suffisant pour permettre de wnclure au
transfert. D’ autre part, comme nous I’ avons dit plus tot, dans la phylogénie basée sur I’ ARN
de la petite sous-unité du ribosome, les badéries hyperthermophil es Aquifex et Thermotoga se
branchent a la base de I’ arbre des bactéries. Cette méme position particuliére est observée
pou les archées hyperthermophles dans I’ arbre des archées. Kyrpides et Olsen (199) font
remarguer que cedte position particuli ére suggere une hypathese dternative pour expliquer les
reseemblances entre les organismes hyperthermophiles : I'héritage de caadéristiques de
I"ancére commun unversel (« Last Universal Common Ancestor » ou LUCA), suivi de pertes
ou e fortes divergences des genes liés a la thermophilie thez les badéries et archées
mésophles (voir Fig. 1.7). L'idée et séduisante, mais le caractere hyperthermophle du
dernier anc@re ommun unversel est loin de faire I'objet d'un consensus (Achenbach-
Richter, et al., 1987 Forterre, et al., 1992 Miller et Lazcano, 1995 Galtier, et al., 1999

25



Glansdorff, 200Q Brochier et Philippe, 2009. En oure, la paosition phylogénétique de
Thermotoga et Aquifex n'est pas $ claire : dans les pubications concernant les génomes
complets de ces deux badéries (Dedkert, et al., 1998 Nelson, et al., 1999, les auteurs notent
qu en utili sant la grande quantité des genes désormais a leur disposition, ils n’ont pas réuss a
trouver de onfirmation significative de la position besale des badéries hyperthermophil es.
Ensuite, Galtier et Lobry (Galtier et Lobry, 1997 ont montré que des contraintes liées alavie
a haute température tendent a enrichir les ARN structuraux en nucléotides C et G chez tous
les organismes thermophil es, quiil s appartiennent aux domaines des bactéries ou des archées.
La position dAquifex et Thermotoga dans la phylogénie de I’ ARN ribosomal pourait dorc
sexpliqguer par un bais de @mmpaosition e ce géne dez les hyperthermophiles. Plus
récenment, Brochier et al. (20@2) ont ré-analysé la phylogénie de I’ ARN ribosomal et montré

gue la paosition besale des hyperthermophles

Green sulphur Bacteria
4_—|—_EE Thermus/Deinococcus group était probablement due ala présence de sites
_EL’L_ Cyanobacteria , i .
E=—""Low-G+C Gram-positive Bacteria évoluant rapidement (fig. 1.8. Dans cete

High-G+C Gram-positive Bacteria
Green non-sulphur Bacteria analyse, Ie ngUpe des planCtOmyceteS e

e-Proteobacteria

trouve ala base des bactéries, ce qui pourait

_f? 3-Proteobacteria
F— o-P bacteri p: " .
Eoﬁlzz;am relancer le débat sur laposition celaradne de
= vProecbacien I"arbre du Jvant et les caractéristiques de
%hermowgmes LUCA ca ces bactéries possedent une
Aquificales
Spirochaetes
L e esFuscbactos structure analogue ai noyau des eucaryotes.
_:Ll;: Bacteroidaceae .. e - . . .
Planctomycetales Ced signifierait une alaptation seaondaire de
Crenarchaeota
4%&%% Thermotoga et Aquifex a la vie a haute
1 change per nucleotide température. C'est en effet ce que semblent

Fig. 1.8: Laposition celaracinedel’arbredes  qémontrer les études sur une ezyme qui
baaéries dans la phylogénie de I’ ARN

ribosomal aprés élimination des sites évoluant semble n'étre représentée que chez les
;%p(i)gemem' Extrait de Brochier et Philippe, organismes hyperthermophiles et qui pourait

bien étre la cndtion sine qua non de lavie a
haute température (Forterre, 2002 : la reverse gyrase (RG). Cette enzyme semble avoir été
transférée plusieurs fois indépendamment des archées a certaines bactéries. Ceci suggere que
la thermophilie aurait pu riétre «inventée » qu’une fois, via la formation du gne de la RG
par fusion dune hélicase @ d une topasomérase (Confalonieri, et al., 1993 chez I'ancétre
commun a toutes les archées, pus transmise horizontalement, ndamment a Aquifex et

Thermotoga (Forterre, et al., 2000.
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1.5.2 Lestransferts horizontaux chez les bactéries

Dans la phylogénie de I’ARN ribosoma de Barns et al. (1996 (Fig. 1.4, s I'on
considére que la position besale des hyperthermophil es bactériens peut étre atefaduelle, il ne
reste plus grand chose de la résolution ¢k la partie badérienne de I’ arbre. Le méme probléme
se pose avec la plupart des genes utili sés pour inférer une dassfication phylogénétique des
badéries. Si certains groupes monophylétiques peuvent étre retrouvés relativement aisément,
comme les protéobactéries ou les cyanobadéries, les liens entre ces groupes restent irrésolus
ou contradictoires d'un géne al’autre dans la plupart des cas. Faut-il suppaser gque le signal
phylogénétique est trop saturé pour permettre de retrouver I’ arbre des badéries ou bien que

les transferts de génes ont brouill € cesignal ?

Jusgu' a récenment, on sest posé la question e savoir s I'information genétique
circulait réellement dans la nature eitre souches d’une méme espece bactérienne. Par
exemple, Whittam et al. (Whittam, et al., 1983 puis Ochman et Selander (Ochman et
Selander, 1984, dans une éude du pdymorphisme enzymatique des uches sauvages d' E.
coli a de multiples locus, trouverent une remarquable assciation des différentes formes
alléliques et en conclurent que ces popuations avaient une structure donale. Cependant,
d autres observations, nadamment entre les uches pathogenes de Salmonella montraient une
discortinuité de la distribution des fadeurs de virulence, suggérant des échanges entre
souches (Béltran, et al., 1988.

La vison de popdations clonales d’'E. coli ne fut vrament contredite que dans les
années 1990, ntamment par Milkman et Bridges (Milkman et Bridges, 1990 Milkman et
Bridges, 1993 qui, utilisant la séquence @mpléte de |I’opéron Tryptophane (trp) de 36
souches d'E. coli, montrerent que si 1es relations entre groupes définies par Whittam et al.
(1983 et Ochman et Selander (1984 ne pouvaient étre remises en cause, il existait cependant
un cetain nambre de régions de I'opéron qu présentaient toutes les caradéristiques
d événements de recombinaison entre les uches des diff érents groupes. Ces « patrons en
mosaique » montraient clairement |’ existence de sous-popuations d'E. coli, génétiquement

distinctes, mais échangeant occasionnellement de I'information par transferts horizontaux.

De nombreux autres cas de transferts horizontaux, basés sur le méme type
d observations, ort été décrits au début des années 1990. La plupart impliquent de petites
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sequences (< 1kb) contenues dans des génes ayant un fort impad sur le phénctype de la
souche badérienne receveuse. On peut citer par exemple : le gene de I’endoducanase celY
d Erwinia chrysantemi, qu semble &re impliqué dans la virulence de ce pathogéne de plante
(Guiseppi, et al., 199 ; un géne de casule d’ Haemophilus influenzae pathogene (Kroll et
Moxon, 1990 ; plusieurs cas de transferts entre souches pathogénes de streptocoques
(Smpson, et al.,, 1992 Whatmore @& Kehoe, 1999 ; de nombreux cas de transferts de
résistance ades antibiotiques comme la pénicilli ne chez Streptococcus pneumoniae (Dowson,
et al., 1993, Neisseria meningitidis (Bowler, et al., 1994, N. gonorrhoeae (Spratt, et al.,
1992 oulasulfonamide dhez N. meningitidis (Radstrom, et al., 1992, etc...

Groisman et al. (Groisman, et al., 1993 montrerent que le génome des saimonelles a
également une structure en mosaique, en observant la répartition de cetaines régions chez
d autres entérobactéries. IIs trouverent que plusieurs régions ayant peu ou pas d’ homologues
chez les autres espéces du goupe avaient une cmpaosition en nuwléotides C et G tres
inférieure a la moyenne du génome de Salmonella, suggérant qu elles provenaient de
génomes ayant des compositions en bases tres différentes. Comme des organismes
relativement proches phylogénétiquement (comme les entérobactéries par exemple) ont des
taux de G+C comparables, ces genes devaient nécessairement venir d organismes plus
éloignés. Ces observations sagjoutent a un certain nanbre de ca de genes ayant visiblement
été aquis récemment par Salmonella et présentant un faible taux de G+C, comme le géne
phoN (Groisman, et al., 1992 ou les genes rfb de la synthése de I’ antigéne O (Reeves, 1993
Syvanen, et al., 1989. Ces découvertes devaient avoir un impad tres important sur I’ é&ude

des transferts horizontaux chez les badéries.

La plupart des transferts déaits précédemment n’impli quent que des bactéries de méme
espece En principe, la fréquence d'intégration dun ADN dans le chromosome déaoit de
maniére eporentielle avec la divergence de séquence entre les badéries donreuses et
aacepteuses (Mg ewski, et al., 200Q. Cependant, I’ altération e certaines fonctions cdlulaires
peut favoriser des échanges entre badéries plus éoignées par recombinaison hanologue. Un
cas bien connu et particuli érement important du pant de vue éolutif est cdui de transferts
horizontaux liés ala réparation e genes dort la défedion a éé transitoirement sélectionréeg
et notamment les genes du systéme de réparation des mésappariements (MMR pou
«MisMatch Repair »). Des mutants affedés dans les genes du MM R présentent des taux de
mutation particuliérement important et sont appel és « mutateurs ». En outre, certaines de ces
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mutations favorisent également des événements de recombinaison avec de I’ ADN provenant
de baaéries relativement éloignées (comme Escherichia coli et Salmonella typhimurium par
exemple) (Rayssquier, et al., 1989. Dans des condtions gables, ils snt contre-sélectionnés
du fait de I’ apparition constante de mutations déléteres dans leurs genes et se maintiennent
dans les popuations a des fréquences faibles. Cependant, dans des condtions changeantes,
leurs taux de mutation et de recombinaison importants peuvent constituer un avantage pou
I’exploration ce |’espace des alléles possbles, un aléle favorable ayant une plus grande
probabilit & d apparaitre chez un mutateur. Dans ces condtions, et malgré leur fardeau de
mutation, des mutateurs portant un aléle favorable peuvent se fixer dans la popuation
(Tenaillon, et al., 1999. Cependant, si dans cette nowelle popudation un nommutateur
apparait par réversion ce la mutation du géne du MMR, cdui-ci sera favorisé pour son
fardeau de mutation moindre. Le phénotype mutateur n’apporte donc un avantage que
transitoirement, pou trouver de nouveaux all éles favorables. Denamur et al. (Denamur, et al.,
2000 ont montré que la réversion des genes du MMR semblait se passer trés fréquemment
par recombinaison avec des alléles d'individus non mutateurs. En effet, de nombreuses
incongruences phylogénétiques dans les génes du MM R peuvent étre détedées et témoignent
de transferts horizontaux fréquents de petits fragments de genes (souvent inférieurs a 100 [b)
entre souches d’ Escherichia coli. Il existe une crréation entre le nombre d’ événements de
transferts dans un gene @ I'importance du phénotype d’ hyper-recombinaison dort sa mutation
est resporsable. Le géne le plus affedé par ces transferts répétés est le gene mutS dort I eff et
sur la recmbinaison est le plus important (Denamur, et al., 2000. Ced suggere fortement
gue les événements de recombinaison ort bien eu lieu chez les badéries ayant le phénotype
mutateur correspondant. Ainsi, les mutateurs sraient également des «recombinateurs »,
' est-a-dire gu’ une mutation comme celles du MMR condurait a aigmenter transitoirement

|’ adaptabilit é via les deux procesaus de mutation et de recombinaison (Tenaill on, et al., 200)).
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1.6 Les approches intrinseques de détedion des genes transférés

horizontalement

Sueoka (Sueoka, 1962 a montré qu'il existait une grande diversité des contenus en
base G et C des génomes badériens. Les mycoplasmes peuvent avoir des génomes ne
contenant que 25% de G+C aors que certaines badéries comme Micrococcus peuvent
contenir jusgu’' a 75 % de G+C. Cette grande variété de mntenu en base est due, selon Sueoka,
aune « presson de mutation dredionnelle » différente d’un aganisme al’autre. 1l en résulte
gue dhague génome aune mmpasition en bases et en digonucléotides (et notamment en
codors) qui lui est propre @ qui est considérée cmomme éant relativement homogene. Un autre
fadeur affedant la composition des genes est leur taux d’ expresson. Gouy et Gautier (Gouy
et Gautier, 1982 ont montré que I’ usage des codors d'un gene dépendait également de son
taux d’expresson, et que les genes d’'un aganisme pouvaient se regrouper en deux classes
selonl’intensité de leur biais d' utili sation des codors : une premiere dasse rrespondant aux
genes fortement exprimés (biais fort) et une seande rrespondant aux genes faiblement

exprimés (biais plus faible). Ainsi, pou un

o0&

gene, le fait d’ avoir un wage du code diff érant

0.4

a la fois des genes fortement et faiblement

0.2 1

exprimés du génome pourat ére le

BN

témoignage d'une aaptation a un précédent

AFC_axeZ

-0.2 A

génome. Deux approches ont domc é&é

= propcsées afin d utili ser cette particularité des

-0.6

genes aqquis récemment pou tenter de les

-0.8

quantifier. La premiére et due aMédigue et al.

g2 9 @3 @5 @0 w2 0 02 o0 6 (Medigue, et a|_, 199]) QU| ont pl‘OpOSé

AFC_axel

Fig. 1.9 Andyse Factoridle des d’ utili ser une analyse multi variée de I’ usage des

Correspordances (AFC) réalisée sur codors d'E. coli. Utilisant un jeu de séquences
les fréquences absolues des codons de , N . , :

4254 génes dEscherichia coli. Cette représentant prés d’'un tiers du génome, ils font
analyse est analogue acelle effectuee une Analyse Factoridle des Correspondances
par Médigue et al. (1991). Les genes

pointés par |' ellipse de droif (AFC) sur les fréguences relatives des codors et

appartiennent a la classe | (fortement
exprimés) et les géenes de I' dlipse ¢

gauche constituent la dasse Il (genes pas en deux classes comme proposé par Gouy et
transférés horizontalement).

argumentent que les génes % regroupent non

Gautier (Gouy et Gautier, 1982 mais en trois

30



(voir Fig. 1.9 : une premiére rrespondant aux genes moyennement exprimeés, qu
représentent la majorité des génes ; une deuxiéme ntenant des génes fortement exprimés
comme les protéines ribasomales ou les ARNt synthétases ; et une troisieme ou I’ on trouve
notamment des plasmides ou des phages. Cette troisseme dasse est particulierement
intéressante car, pou Médigue et al. (1991), elle représente les génes ayant &é aquis
récanment par E. coli. Cette dasse représente plus de 10% de leur échantill on de génes, ce
qui tend a montrer que les genes aayuis récemment de badéries tres lointaines ont nombreux
dans ce génome. Les auteurs notent larichese en A+T (47 % de G+C en moyenne) des genes
de la 3*™ clas®e en comparaison ces deux autres clases (53% de G+C), ainsi que leur
tendance ane pas éviter les codors rares d’ E. coli (principaement ATA, AGA et AGG). Une
des particularités des génes détedés comme ayant été acquis par transfert horizontal qui n’est
pas discutée par Médigue et al. (1991) est leur tendance au regroupement dans I’AFC. En
effet, les trois classes ont définies grace aune méhode statistique de regroupement des
points («clustering») qui permet de faire une dasdficaion en un nanbre de dasses
souhaitées. Si I'on peut fadlement argumenter sur des bases biologiques que les deux
premiéres classes constituent des groupes cohérents au niveau de leur usage du code, il est
plus hasardeux de le considérer a priori pou latroisiéme. Par définition, des génes aaquis de
baaéries phylogénétiquement éoignées devraient former un groupe extrémement hétérogene.
Ainsi, les caractéristiques communes des genes inférés comme ayant été aquis récemment
nécesstent une eplicaion dordre biologique. Cet article fut le premier a propcser une
détedion de genes transférés horizontalement sans recours a aicune analyse phylogénétique.
Beaucoup pus récemment, Moszer et al. (Moszer, et al., 1999 proposérent une analyse du
génome de Bacillus subtilis avec la méme méthode. Les trois mémes groupes peuvent étre
identifiés. Dans ce ca également, la 3™ clas® (13% du génome), qui cortient des génes
attendus comme fréquemment sujets a des transferts est fortement enrichie en A+T par
rappart au génome de Bacillus qui possede pourtant un taux de G+C génomique relativement

faible (43 % de G+C en troisieme position des genes).

La démuverte de Groisman sur les séquences de salmonell es, consolidée par d’ autres
études (Ochman, et al., 1996 Medigue, et al., 199) montrant que les géenes aquis
récenment possedent souvent une cmpaosition en base différente du G+C moyen du génome
(et en I’occurrence souvent plus faible), suggéra que le @mntenu en G+C, ndamment a la
position la moins contrainte des codors (la troisiéme) powait permettre de détecter les
événements récents de transferts de genes venant d espéces lointaines. Ainsi, Lawrence d
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X of codor usage
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Fig. 1.1Q graphe bivarié du CAl et dux® de
I' usage du code pour 1189 génes . coli.
Les points représentent les génes natifs
(n=1024) et les cercles, les génes aaquis par
transfert horizontal (n=165).

Extrait de Lawrence & Ochman (1997).

Ochman (Lawrence & Ochman, 1997
propcserent  d'appliquer cette  méthode
dabord a un fragment de séquences
représentant prés d’un tiers du génome d'E.
coli (1,43 mégabases it 1294 genes) puis au
génome @mplet (Lawrence & Ochman,
1998. Ils utilisérent trois indices pour
déteder les ®quences atypiques : le taux de
G+C en premiére d troisieme position des
codors, le CAl (Codon Adaptation Index -
Sharp et Li, 1987) et le x* d'usage du code
(sous  I'hypothése  d'une  utilisation
équiprobable des codors) ponderé par lataill e
des genes (voir Fig. 1.1Q. Notamment, ils

considerent que la distribution dutaux de G+C en premiére € troisieme position pou les

genes « natifs » dait suivre une loi normale, et que les genes sécartant de plus de 2 SE (erreur

standard) de la moyenne doivent avoir été aquis récemment (fig 1.11). Ils prédisent ainsi que

17% du ¢gnome dE. coli K12 a é&é aquis récanment dorganismes éoignés

phylogénétiquement et remarquent quune propation ce ce génes plus importante

gu attendue et retrouvée dans la région du  «
terminus de réplicaion. Comme I’ont noté plus
tard Guindon et Perriere (Guindon et Perriere,
2001, ces genes ont eux auss beaucoup pus

souvent enrichis en A+T par rapport au reste du

génome.

Selon leurs auteurs, ces méthodes pus-
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Fig. 1.11: La distribution du G+C en
troiséme paosition des génes chez E.

estiment le nombre de transferts : elles ne sont coli et sa @mparaison a une |oi

normale (en gris). Les genes rtant de

cgoables de déterminer des transferts que cette distribution  théorique  sont

considérés comme aant été aquis

lorsqu’ils proviennent d’'espéce ayant un usage récanment. D’aprés Lawrence d

Ochman, 1997 Lawrence & Ochman,

du code différant drastiquement de la badérie 1998

étudiée Comme il est probable que les transferts

horizontaux marchent d’ autant mieux entre des espéces relativement proches, le pourcentage

de genes acquis récemment par Escherichia coli devrait largement excéder les 20 %. Bien que
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certains auteurs comme Syvanen (Syvanen, 1994 remarquerent trés tot que les approches
utili sant la compasition des génes, basées sur des hypothéses fortes, devaient étre utili sées
avec beaucoup de précaution, le diffre de 17 % de genes aayuis récemment par E. coli est

trés couramment cité comme unfait avéré.

Le séguencage de nombreux

Number of open Percentage .

Species reading frames HGT HGT génornes complets ces derniéres
Proteobacteria A H AnArali

Escherichia coli 4289 381 9.62 années a permis de generaliser ce

Haemophilus influenzae 1709 96 6.19 , ,

Helicobacter pylori 26695 1553 89 6.41 type d approches basées wr des

Helicobacter pylori |99 1491 80 5.81

Rickettsia prowazekii 834 28 3.62 méhodes intrinséq ues. Par exemple
Gram-positive bacteria !

Bacillus subtilis 4100 537 14.47 : 4 ;

Mycoplasma genitalium 480 67 14.47 GarciaVallve et al. (GarCI a—VaIIve,

Mycoplasma pneumoniae 677 39 5.93 L,

Mycobacterium tuberculosis 3918 187 5.01 et al., 2000 ont créé une base de
Spirochaete

Borrelia burgdorferi 850 12 1.56 A i

Treponema pallidum 1031 77 8.32 donrees accessble sur - Internet
e - http: /Amww.fut.es/'~debb/HGT/) qui

Chlamydia trachomatis 894 36 4.32 ( P:/AMWWWY.TUL. ) qu

Chlamydia pneumoniae 1052 55 5.70 , , .

Aquifex aeolicus 1522 72 4.84 permet de réaupérer tous les genes

Deinococcus radiodurans 2580 95 3.92

Synechocystis PCC6803 3169 219 7.50 A At A i

Thermotoga maritima 1846 198 11.63 predlts comme ayant ete agus

Ureaplasma wrealyticum 610 32 5.70

récenment dans tous les génomes

Fig. 1.12 : Nombre de génes totaux et de génes procaryotes disporibles. La méthode

detecte}s comme a)fant cte acquis reccemment par | yiilisée ombine un catain nanbre
des méthodes basées sur "usage du code pour

différents génomes. Extrait de Garcia-Vallve, et d'approches  datistiques liées a
al., 2000. celes décrites précédemment. Les

résultats révélent une grande
disparité entre les espéces bactériennes notamment (voir Fig. 1.12). Le poucentage inféré de
genes transmis horizontalement chez E. coli est inférieur aux précédentes estimations, maisiil
reste relativement élevé dhez des especes comme Bacillus subtilis. D’ une maniéere générale, et
étant donré que toutes ces valeurs représentent des sus-estimations, le phénoméne de
transfert horizontal apparait ains comme un fadeur majeur de I’évolution des génomes, et
méme pou certains auteurs comme le mécanisme roi permettant I’ adaptation des badéries,

loin devant la mutation.
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1.7 Conjugaison, transduction et transformation : la vie sexuelle des

bactéries ?

Il convient ici de faire quelques remarques quant al’ amalgame qui est fait de plusieurs
types d événements dans |’ appellation e transfert horizontal. On entend généralement par
transfert horizontal, toute aquisition d ADN qui ne s est pas faite par la stricte voie verticde
de parent a descendant (pour plus de détails sur les mécanismes de transfert d ADN chez les
badéries, se reporter a I'annexe 1). Ainsi, dans le ca des badéries, |I'acquisition dun
plasmide autoréplicatif constitue un transfert horizorntal. De méme, I’ entrée ¢ la persistance
detout ADN parasite (transposons, badériophages...) danslacellule, quil s'intégre ou nonau
génome, est un transfert. Pour ces quences, la capacité a ére transféré est absolument vitale
et I'on Sattend a cequ elles ient d’une maniére ou d'une aitre aaptées a ce moyen de
reproduction. Enfin, onentend également par transfert horizontal I’ intégration dans le génome
de génes dont il n’est pas Lupconré a priori que la spécialité est d' étre transféré, comme

dans la plupart des cas détaill és jusqu'ici.

Escherichia coli K12
Mycobacterium tuberculosis
Bacillus subtilis
Synechocystis PCC6803

12.8
3.3
7.5
16.6

Deinococcus radiodurans 5.2
Archaeoglobus fulgidus |4 5.2
Aeropyrum pernix | & 3.2
Thermatoga maritima 6.4
Pyrococcus horikoshii | A 2.7

Methanobacterium thermoautotrophicum |4 9.4

Haemophilus influenzae 4.5
Helicobacter pylori 26695 6.2
Aquifex aeolicus 9.6
Methanococcus jannaschii |& 1.3
Treponema pallidum 3.6
Borrelia burgdorferi 0.1
Rickettsia prowazekii 0.0
Mycoplasma pneumoniae 11.6
Mycoplasma genitalium 0.0

0 1,000 2,000 3,000 4,000

Protein-coding sequence (kb)

Fig. 1.13: Représentation graphique de la quantité de genes « natifs » d’ un génome (partie gauche
de thaque barre) et des génes détectés comme ayant été aquis trés récanment (partie droite;
pourcentage également indiqué). La partie la plus claire des barres représente |a fraction des génes
qui sont asociés a des @ éments mobiles comme les phages, les plasmides ou les IS (Séquences
d'insertion). Extrait de Ochman, et al., 2000

Ainsi, le terme de gene transféré horizontalement peut regrouper des génes qui sont
adaptés au transfert et des génes qui ne seraient transférés qu exceptionrellement. Ce sont

évidemment ces derniers qui suscitent le plus de débat, particulierement parce quils
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constituent la majorité des genes détedés comme transférés (voir Fig. 1.13). On imagine la
plupart du temps gque ces genes réponcent a de fortes pressons de sélection, comme cest le
cas pou les genes de résistance aix antibiotiques ou aux métaux, de virulence ou encore
d une voie métaboli que permettant la survie dans un milieu pauvre. Il a éé suggéré dans cette
optique que e regroupement des genes en gpéron pounait étre moins un mode de arégulation
gu' un moyen pou une voie métabalique compléte d’ étre transmise en une seule fois et ainsi
d’ augmenter sa probabilit é de réussr un transfert (Lawrence @ Roth, 199§. C'est en tout cas
trés probablement cette « presson e transfert » qui est al’ origine des Tlots de pathogénicité,
regroupement de genes aswrant différentes fonctions liées a la virulence (production
d exotoxines pou détruire les tisaus, d adhésine ou dinvasine pou s'y maintenir et de genes
permettant d’ échapper alaréporse immunitaire de I’ héte).

Table 2. Functional Distribution of Genes Proposed as Being Acquired by Horizontal Gene Transfer

Organism HGT Info. (%) Cell (%) Meta. (%) Poor (%) - (%)
Archaeoglobus fulgidus 179 6(2.2) 22 (8.1) 17 (2.7) 31 (6.0) 103 (14.5)
Aquifex aeolicus 72 7 (3.2) 12 (3.8) 15 (3.6) 20 (6.4) 18 (6.9)
Borrelia burgdorferi 12 2(1.1) 3(1.7) 1 (0.8) 3.2) 3(1.3)
Bacillus subtilis 537 54 (11.5) 34 (5.8) 76 (8.0) 42 (7.3) 331 (21.8)
Chlamydia pneumoniae 55 6 (3.4) 4 (3.0) 10 (4.9) 6 (5.3) 29 (6.8)
Chlamydia trachomatis 36 5(2.9) 5(.8) 9 (4.8) 0 (0.0) 17 (5.7)
Escherichia coli 381 23 (4.8) 41 (6.6) 42 (3.8) 27 (5.4) 248 (15.7)
Haemophilus influenzae 96 3(.1) 19 (7.0) 10 (2.2) 3(1.4) 61 (12.0)
Helicobacter pylori 26695 89 11 (5.0) 3(.1) 5(1.6) 3(1.6) 67 (11.6)
Helicobacter pylori |99 80 7 (3.2) 6 (2.3) 5(1.6) 4(2.2) 58 (11.5)
Mpycoplasma genitalium 67 26 (19.1) 10 (16.7) 11 (12.6) 6 (9.1) 14 (10.7)
Methanococcus jannaschii 77 8 (3.6) 11 (7.5) 6 (1.6) 7 (1.8) 45 (7.8)
Mycoplasma pneumoniae 39 8 (5.1) 0 (0.0) 3(2.7) 2(2.7) 26 (9.6)
Methanobacterium

thermoautotrophicum 179 4(1.7) 19 (8.8) 26 (5.6) 44 (11.1) 86 (15.5)
Mycobacterium tuberculosis 187 6 (1.6) 20 (4.9) 35 (4.0) 17 (3.2) 109 (6.2)
Pyrococcus horikoshii 154 10 (4.2) 11 (6.1) 8(2.1) 23 (4.9) 102 (12.7)
Rickettsia prowazekii 28 8 (4.4) 3(1.9 12 (6.6) 4 (3.6) 1(0.5)
Synechocystis PCC6803 219 14 (5.3) 31 (5.2) 15 (2.6) 22 (5.0) 137 (10.6)
Thermotoga maritima 198 13 (5.3) 18 (6.5) 55 (10.7) 47 (12.0) 65 (15.6)
Treponema pallidum 77 8 (4.5) 17 (8.7) 2(1.4) 17 (10.6) 33 (9.2)

The functional classification available in the COG database (Tatusov et al. 2000) was used. The table shows the number and the group
percentage of the genes proposed as being acquired by HGT. The functional groups used were: Info, Information storage and
processing; Cell, cellular processes; Meta, metabolism; Poor, poorly characterized; —, not present in any cluster of orthologous group.

Fig. 1.14: Classification fonctionnell e des génes détectés comme agjuis récemment par Garcia-
Vallve, et al., 2000dans diff érents génomes. Cette classification est tiréede la banque de génes
homologue COG (Clusters of Orthologous Genes) (Tatusov, et al., 2000). Les génes annotés
«Poor » et «- » ont des fonctionsinconrues. Aing, chez E. coli, le nombre de ces génes dont |a
fonction est inconnue est de 275 (sur 381). Extrait de Garcia-Vallve, et al., 2000.

Laforte presson ce sélection permet ainsi d’ expliquer la fixation dans une popuation
d’ événements ayant une faible probabilit € d' occurrence. Cependant, ure presson de séection
forte devrait signifier égaement un phénctype relativement fadle aidentifier. Or un grand
nombre des génes pour lesquels on soupgonne un transfert horizontal ont des fonctions encore

inconnues (fig. 1.14, ce qui suggere soit que nous N'avons qu’ une idée infime des pressons
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de sdedion qu s exercent dans les popuations naturell es de bactéries, soit que ces genes ont

présents dans le génome pou d’ autres raisons encore inconrues. Une explication alternative

pourait étre qu' une partie de ces genes rait des ééments égoiste dort le taux d'insertion

serait suffisamment important pour leur assurer un maintien dans les popuations.

En oure, les incongruences phylogénétiques mentionrées plus haut concernent

souvent des genes dort la distribution dans le vivant est ubiquitaire. Le transfert horizontal

pou ces genes correspond dom a un remplacenent orthologue d'un géne aurant une

fonction esentielle d@ les pressons de sélection favorisant un tel remplacanent sont mal

comprises.

1.7.1 Descaractéristiques communes aux sequences gédalisées dansle transfert

horizontal ?

Relative AT richness (%)
(e
|

. mﬁﬁﬁ

RNA Fil Iso Vir  Tem Plasmids IS

phages "~ ssDNA dsDNA
phages phages

Fig. 1.15: Riches= relative en A+T des différentes
classes de phages, des plasmides et des Séquences
d'insertion (1S). Tous ces éléments sont plus riches
en A+T que leur génome hdte. Ces résultats ont
basés sur |’ étude de 52 génomes compl ets bactériens.
Extrait de Rocha et Danchin, 2002

Les badériophages, IS et
plasmides ont géné&aement des
compositions en bases et des usages du
code différents des génomes de leurs
hdtes. On remarque depuis longtemps
gue ces ¥guences ont une tendance a
étre plus riches en nuwcléotides A et T
gue le génome aec lequel €dles
cohabitent, mais il a @é montré
récenment que cdte diredion dans le
biais est systématique (Rocha ¢
Danchin, 2003 (fig. 1.15. Ce caractére
commun e ce squences pourait
Sexpliquer de plusieurs manieres. On
peut imaginer que la richese &

nucléotides A et T est un moyen paur

I’ADN de favoriser soit son internalisation dans la cdlule, soit son intégration dans le

chromosome badérien, ouencore qu elle permet d échapper aux mécanismes de restriction

présents chez de nombreuses bactéries. Rocha @ Danchin (2002 proposent que cebiais de

36



composition est di au fat que les moléaules d'ATP sont présentes en plus grande
concentration danslacellule, et quel’ ADN parasite exploite ansi mieux les ressources de son
héte. Nous reviendrons plus tard sur ces caradéristiques particulieres des fquences sJjettes a

de fréquents transferts horizontaux.

1.7.2 Lesbactériespratiquent-ellesle sexe ?

Le sexe est trés fréquemment présenté comme un ghénomeéne général dans le vivant, et
I’on entend souvent dire que non seulement les eucaryotes, mais également les badéries
pratiquent le sexe. Chez les eucaryotes, il existe un cetain nanbre de fonctions qui sont
spédfiques au sexe @ qui favorisent le brassage des aléles, comme la méose d la
recombinaison qu I’accompagne (Marais, 2002. Par analogie, comme le transfert horizontal
semble ére un fadeur majeur de I’ évolution des bactéries, il est souvent suppcsé (quaque
rarement argumenté) que les mécanismes de transfert ont éé mis au pant pou favoriser
I’ adaptabilit &. Cependant, deux des mécanismes qui permettent aux badéries d' échanger de
I”’ADN sont uniquement dus a la présence d’' ééments génétiques qui peuvent au mieux étre
considérés comme des symbiontes, dans le cas ou ils transportent des géenes de résistance a
des antibiotiques par exemple, mais constituent plus généralement de purs parasites. En eff e,
les phages et les plasmides conjugatifs transportent avec aix toute la machinerie nécessaire au
transfert de géne, et aucune fonction ce I’ héte ne semble &re spédfiquement impliquée dans
ces mécanismes (Levin et Bergstrom, 200Q. Les protéines comme IHF (« Integration Host
Fador »), dort le nom insiste sur le rdle qu elle joue dans I’intégration e certains phages
dans le génome d’E. coli, se révélent étre des protéines participant a la structure du nicléoide
(Dhavan, et al., 2002. On peut dorc se poser la question ¢k savoir si |es bactéries pratiquent
le sexe, au sens ou onl’entend chez les eucaryotes, ¢’ est-a-dire si la séledion returelle amis

en placedes mécanismes favorisant le brassage des al éles des différents genes.

La transformation semble ansi étre le seul mécanisme qui puis®e aoir éé daboré
pou remplir cete fonction : les badéries possdent pou la plupart des mécanismes adifs
dinternalisation de I’ADN libre, et nombre de géenes ont été identifiés au départ comme dant
spédfiquement impliqués dans les mécanismes de recombinaison (comme les génes Rec ou
Ruv) (Cox, 2001 Lusetti et Cox, 2009. De plus, certaines séquences, comme les squences
chi dE. coli ont été décrites comme éant fortement recombinogenes, et interprétées comme
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adaptées a la réparation des genes ou au remplacement d’aléles entre souches d’une méme
espéce Cependant, des travaux récents contredisent assez fortement cette vision. D’ abord, on
peut remarquer que la compétence est sujette arégulation chez de nombreux organismes
comme Bacillus subtilis, Sreptococcus pneumoniae ou Haemophlus influenzae. Si la
compétence et avant tout un moyen de réparer I’ ADN, on dat observer une induction des
genes de compétence lorsque I’ ADN est endammagé comme ¢’ est le cas pour tous les autres
mécanismes de réparation ce la celule. Redflied (Redfield, 1993, a montré que ce n’ était pas
le ca chez B. sultilis et H. influenzae. Chez plusieurs badéries compétentes, I'induction de
cetaines enzymes impliquées dans les mécalismes de réparation, comme RecA a éé
interprétée omme une aaptation favorisant la recombinaison, mais il a égaement été
propcsé que I’entrée d’ ADN simple brin dans la cdlule serait resporsable d’un faux signal
d endammagement de I’ ADN (Redfield, 200). De plus, il parait surprenant dans I’ hypothese
d' une fonction dans laréparation ce I’ ADN que chez de nombreuses badéries, la compétence
soit indute pendant ou a la fin de la phase exporentielle de croissance (Hahn, et al., 1996
Echenique, et al., 200Q Macfadyen, 2000 Berka, et al., 2002. Macfadyen et al.
(MacFadyen, et al., 200) ont récemment montré que la mwmpétence dait inhibée ez H.
influenzae par la présence de nucléotides ou ce nucléosides puriques dans le milieu. Ce mode
de régulation resemble plus a ceui attendu pou les génes d'une fonction nuritive.
Madadyen et al. (2001) propcsent que la cmmpétence ®nstitue avant tout un moyen d’ obtenir
des nucléotides du milieu environrant. Certains faits cependant restent inexpliqués us cette
hypothése, et notamment le fait que certaines bactéries comme Neisseria meningitidis ou H.
influenzae posde un mécanisme de remnreissance de I’ ADN a interner qui favorise I’ entrée

de séguence de laméme espece

D’un autre mté, les génes connus pou étre impliqués dans la recombinaison (comme
les protéines des voies Rec et Ruv) se sont révélé ére plus gpédfiquement des genes de la
réparation asociés alaréplication deI’ADN (« recombinational repair ») (Cox, et al., 2000.
La fonction e ces genes dans la réparation des lésions et la résolution des fourches de
réplicaion leur permettrait d’intervenir également, mais presque de maniere aneaatique,
dans la recombinai son entre souches. De méme, lafonction des stes chi d E. coli se révelerait
étre plus d’ orienter le mécanisme de réparation ce I’ ADN impliguant RedBCD au niveau de la
fourche de réplication (Kuzminov, 1995 Horiuchi et Fujimura, 1995 que de favoriser la

recombinaison.
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Rosemary Redfield (Redfield, 2003, au regard de ces faits, a recemment défendu la
thése selon laquell e les bactéries ne feraient pas de sexe dans le sens ol aucun gene n’ aurait
été séledionré spédfiquement chez les badéries pou favoriser les échanges d’ ADN. La
raison pou laquelle aicun mécanisme n’a éé séledionné serait qu' al’instar de lamutation, le
transfert d ADN ne serait qu exceptionnellement bénéfique, e¢ méme le plus uvent tres
dommageable ala cdlule. Selon ce point de vue, de méme qu'il existe des mutateurs qui
peuvent étre séledionnés de maniére transitoire dans des condtions de stress des badéries
ayant la capadté dintégrer de I’ADN éranger dans leur génome pouraent étre
temporairement avantagées, mais les inconvénients de cesystéme seraient trop important pour
gue des fonctions écifiques d’ incorporation d ADN dans le génome soient sélectionrées a

long terme.

1.8 Du clonealachimere

«If «chimerism» or «lateral gene
transfer » cannot be dismissed as
trivial in extent or limited to special
categories of genes, then no
hierarchical universal classification
can be taken as natural. Molecular
phylogeneticists will have failed to
find the «true tree, » not because
their methods are inadequate or
because they have chosen the wrong
genes, but because the history of life
cannot properly be represented as a
tree. »

Dodlittl e, 1999b

Deux grands types de résultats tendent a mettre en évidence des transferts horizontaux.
Nous avons vu gue d'une part un nambre important dincongruences phylogénétiques
suggerent des transferts impliquant des organismes trés éoignés et que d autre part, un

poucentage devé des génes des génomes completement séquencés présentent des
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compositions en bases atypiques. La mnrexion entre ces deux types de résultats n’a pu étre
démontrée que rarement. Un test récent de la capadté des diff érentes méthodes de détection
des transferts horizontaux a retrouver les mémes genes a montré notamment que méthodes
phylogénétiques et méthodes basées aur la mmpaosition ort tendance a identifier des
ensembles de génes distincts (et méme de maniére surprenante, plus distinct qu attendu ar
hasard) (Ragan, 200). Malgré cda, il est tentant d’ englober I’ ensemble de ces résultats dans
un modele d évolution des bactéries ou les échanges entre « especes » éloignées nt laregle.
Plusieurs auteurs sy sont attaché, dort notamment W. F. Dodlitll e (Dodlittle, 1999h
Dodlittle, 199%) qui propcse que I'évolution des procaryotes srait plus fidélement
représentéepar unréseau que par latraditionnelle métaphae del’ arbre (fig. 1.19. Selon cette
hypaothese, il serait vain de tenter de reconstruire |’ histoire des especes badériennes et seules
les histoires des genes nous sraient accessbles. Dans le méme ordre d’'idéeg Willi am Martin
(Martin, 1999 et d’autres (Bellgard, et al., 1999 suggérent que |’ acceptation dutrés fort taux
de transferts horizontaux pourait permettre de mieux comprendre les grands principes qui
gouvernent la distribution des genes au sein des génomes, ou de «|’espace génomique »
procaryote. Ainsi, non seulement les eucaryotes, mais également, et dans une plus large
mesure, les procaryotes raient des organismes chimeres. Il est amusant de noter que la
notion despace génomique (Bellgard, et al., 1999 rappelle dans une certaine mesure le
continuum de formes bactériennes postul é par les pléomorphistes du milieu duX1X®™ siéde,

Ainsi, delaCruz et Davies (de laCruz et Davies, 2000 n’hésitent pas a &firmer:

« It is clear that genes have flowed through the biosphere, as in a global organism. HGT,
once solely of interest for practical applications in classical genetics and biotechnology, has

now become the substance of evolution. »

Sous cette hypothése, 1a force magjeure expliquant les relations entre procaryotes serait
la structuration du milieu, et les oppatunités quils ont d’édchanger des génes. Dodlittl e
envisage dans que les relations phylogénétiques que I'on infére entre les espéces pouraient

ne représenter que leur propension a étanger réguli erement des génes (Dodlittl e, 199%).
Cependant, d une part la présence de séquences atypiques dans les génomes et d’ autre

part les incongruences phylogénétiques observées peuvent trouver d'autres types

d'interprétation qie le seul transfert horizontal. Dans cette optique, il serait particuli erement
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dramatique pou notre vision du monde procaryote, dattribuer a des transferts des
observations dort I’ explicaion pourait ére un simple artefact méthoddogique.

Archaea

| Eukarya

Domain | Bacteria Bacteria FEukarya Archaea
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Fig. 1.16: De |I' arbre au réseau I' évolution ck la perception du monde mcayote selon Dodlitlle
(Dodlittle, 19%9b)

Plusieurs travaux récents critiquent I'utilisation du transfert horizontal comme
explicaion systématique des patrons phylogénétiques et compositionels atypiques (voir
notamment Kurland, 2000 Guindon et Perriere, 2001 Wang, 200). Les arguments ont
nombreux : d’ abord, en cequi concerne les phylogénies, les incertitudes sur les branchements
anciens ont souvent minimisées et de nombreux cas de transferts ppaeés pouraient n’' étre
que des aur-interprétations des arbres ; ensuite, certaines hypothéses aur lesquell es ont basées
les méthodes utili sant la composition des genes, nadamment la faible hétérogénéité intrinseque
des génomes bactériens, pouraient bien ne pas étre vérifiées. Ces points sront abordés dans

les chapitres suivants.

41



42



Chapitre 2 : Approche phylogénomique ¢ transferts

horizontaux chezles procaryotes
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2 Chapitre 2: Approche phylogénomique et transferts horizontaux

chez les procaryotes

Malgré le succés grandissant de la vision dun «organisme globa », certains
évolutionnistes ne désesperent pas de reconstruire I’histoire évolutive des procaryotes. Si
aucun gene ne peut étre considéré a priori comme représentant la phylogénie des especes a lui
seul, peut-ére la mise en ceuvre de méhodes ® basant sur des niveaux supérieurs
d organisation peut-elle pallier ce probléme. De nombreuses méthodes ont été proposées a
cete fin. Elles peuvent étre regroupées en deux classes : les méthodes s basant sur la
resemblance globale des génomes (natamment le contenu en genes), et cdles qui utili sent

des alignements de genes concaténés.

Parallelement, mais uvent de maniere digointe, des tests systématiques de la
congruence des domeées phylogénétiques ont été tentés pour déterminer si des genes partagent
une méme histoire éolutive ou ben s les relations entre especes ont plus fidélement
représentées par des réseaux d’ échanges de genes.

Je vais détaill er dans ce dhapitre le principe d les résultats de certains de cestravaux.

2.1 Laphylogénieal heure dela génomique.

Nous alons examiner comment les évolutionnistes moléaulaires ont propose d’ utili ser
les masses de donrées phylogénétiques disponibles afin de retracer I histoire des badéries.
Pour quelques explicaions aur le vocabulaire phylogénétique utilisé dans ce dapitre, se
reporter al’ annexe 2.

2.1.1 Concaténer les génes

Laméthock la plus intuitive pou tenter de résoudre les problemes rencontrés avecles

phylogénies de genes, est laméthode de mncaténation. En effet, si un alignement ne ntient
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pas as¥z dinformation sur les relations entre especes éloignées, la multiplication des
donrées, via la nstruction de super-alignements devrait permettre d’augmenter
significativement cette information. La restriction maeure de cdte gproche et la
disponhilité d’un nanbre réduit de familles de géenes ubiquitaires: en effet, concaténer des
géenes qui sont absents chez certaines des espéces étudiées pose le lourd probleme de gérer les

donrées manquantes dans les alignements de séquences.

Idédement dans une telle gproche, méme s des genes ont subi des transferts
horizontaux, I'information aberrante qu'ils appartent sur certaines parties de |’ arbre devrait
étre diluée par les informations congruentes qu’ appatent les autres genes. Cependant, cette
propriété n'est vraie que s les génes aberrants nt peu nambreux comparativement aux
autres genes. Un premier travail de Teichmann et Mitchison (Teichmann et Mitchison, 1999
conclut de maniére plutét pessmiste sur ce dernier point. Utilisant 32 genes protéiques
concaénés, ces auteurs essayent de retrouver les relations phylogénétiques de sept badéries et
deux archées. Ils obtiennent un arbre robuste qu'il s jugent artefactuel, naamment du fait de la
position besale de la bactérie spirochéte Borrelia burgdorferi. Apres une analyse individuelle
plus pous€e de chaaun des 32 genes, ils trouvent que les irochétes possdent un géne
d origine achéene, celui de la chaine B de la phénylalanyl-tRNA synthétase. Deux autres
genes leur semblent suspects de transferts horizontaux ce qui les condut aréduire leur jeu de
séquences a 29 protéines concaténées. L’ arbre résultant est nettement moins robuste que le
premier et présente catains regroupements qui sont probablement dus a des artefacts
d attradion des longues branches. Cette expérience montre que méme un nanbre restreint de
géenes ayant subi un transfert peut affeder fortement la topdogie de I'arbre. D’autre part,
Teichmann et Mitchison (1999 concluent que les méthodes de phylogénie moléaulaire, y
compris la méthode de mncaénation, sont probablement incapables de résoudre les relations
de parenté entre des groupes auss anciens que les différents phylum badériens, dufait d' une
trop grande saturation dusignal phylogénétique.

Brown et al. (Brown, et al., 2000 ont plus récemment effectué une éude trés
semblable, mais en utili sant 23 genes partagés chez 45 especes. Leur premier arbre et tres
robuste @ présente drangement le méme branchement considéré cmmme aerrant que dans
I’ étude de Teichmann et Mitchison (1999 : les girochétes ont la pasition la plus basale chez
les badéries. Encore une fois, les auteurs interpretent cette topdogie particuliére par la

présence de génes ayant subi des transferts horizontaux dans I’ alignement. Aprés analyse des
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Fig. 2.1 I'arbre du vivant (45 espéces) basé sur unjeu de protéines concaténées. A : |’arbre basé sur
23 protéines concaténées. B : I'arbre aprés la suppresson des neuf génes suspeds de transferts
horizontaux. Les pointill és représentent les groupements alternatifs lorsgue les diff érentes méthodes
de reconstruction ne doment pas le méme résultat.

Extrait de Brown, et al., 2001

phylogénies une par une, neuf alignements ont exclus (dort cdui de la caine B de la
phénylalanyl-ARNt synthétase), soupgonnés d’avoir subi des transferts entre domaines. La
nouwell e phylogénie obtenue et plus en accord avec cdle basée sur I’ARN ribasomal. On
peut remarquer que la partie badérienne de I'arbre, si elle est considérée seule, n’a que trés
peu changé d'un pant de vue topdogique etre les deux arbres: la modificaion réside
esentiellement en ure rotation ¢k la partie badérienne vis a vis de laracine, qu passe ans
de la branche des girochétes a cdle plus consensuelle des badéries hyperthermophil es.
Cependant, elle est nettement moins Dutenue d présente des différences importantes €lon la
méthode de reconstruction uili sée Ainsi, les résultats de Brown et al. (2001) vont a premiéere
vue dans le sens des conclusions de Teichmann et Mitchison (1999 quant a la capacité des
méthodes classques de phylogénie moléaulaire a résoude les problemes de phylogénie
profonde, pusqu une fois les génes suspects supprimés de I’ alignement, les noauds profonds

sont peu résolus.
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Ce travail appelle plusieurs remarques: d'une part, il semble montrer que de tres
nombreux genes ubiquitaires (9 sur 23 soit pres de 40 %), asaurant des fonctions essentiell es
ont subi des transferts horizontaux inter-domaines, naamment entre badéries et archées. Ces
transferts ont unimpad fort sur latopdogie de |’ arbre. Le seul critére sur lequel Brown et al.
(2001 se sont basés pour inférer des transferts horizontaux est la non monoghylie des
badéries dans les arbres basés sur les génes individuels. Ainsi, si des transferts ont eu lieu
entre especes du méme domaine, ils n’ont pu étre détedés. Or si 40 % des génes ont subi des
transferts inter-domaines, on peut envisager que de nombreux transferts intra-domaines

(théoriquement beaucoup pus probables) perturbent également latopdogie de I’ arbre.

Une aitre remarque qui peut étre faite ancerne I'importance domeée achacun des
genes. L’alignement constitué des 14 protéines contient 3824 addes aminés, mais fulement
quatre de ces protéines représentent plus de la moiti € des stes. Ainsi, si I’une de ces protéines
soutient une topdogie aerrante dufait d’ untransfert, d une paralogie catiéeou d un artefact

de reconstruction, il est probable que sonimpact sur latopdogie finale seratres important.

Enfin, la méthode utilisée tez Brown et al. (2001 ains que cthez Teichman et
Mitchison (1999 pou identifier les genes ayant subi des transferts est discutable. En effet,
I” approche de mncaénation se justifie lorsque I’ on admet que, pou une raison ou ume aitre,
les arbres individuels peuvent étre faux (dans le sens ou ils ne représenteraient pas la
phylogénies des especes), tout en contenant une information qu poura ére mise en évidence
par cdle gpatée par les autres genes. La séledion operée par Brown et al. (2001 est en
désacmrd avec ce principe. 1l est en effet contradictoire de cnsidérer que |’ approche de
concaénation peut corriger les défauts des phylogénies de genes individuels dans le groupe
des badéries et pas dans la phylogénie globale. Le fait d’ enlever des géenes aur ce aitére peut
en effet diminuer I'impad des transferts inter-domaines, mais donre d’ autant plus de poids a
d éventuels transferts intra-domaine. La mise en place de ce critere et dautant plus
dommageable que le nombre de famill es disporibles est réduit. De cepaint de vue, il pourait
étre intéressant d’introdure dans la méthode une recherche moins biaisée des incohérences

entre dignements a mncaéner. Nous reviendrons plus tard sur cepoint (voir section 2.5.
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2.1.2 Mesurer laressemblanceglobde entre génomes

2.1.2.1 Le ontenu et I’ ordre des genes

Du padnt de vue de Teichmann et Mitchison (1999, le seul moyen de résoudre des problémes
de phylogénie profonde est d’ envisager des méthodes moins snsibles a la saturation dusignal
phylogénétique que la phylogénie
moléaulaire. Dans le mntexte du nanbre

=)

-- Protein identity

- Shared orthologs grandissant de séquences de génomes

Conservation of gene order (synteny)

complets procaryotes, de nouwveaux types

de caaderesinformatifs sont disponbles.

Huynen et Bork (Huynen et Bork,

1998 montrent quau moins deux types

Protein identity, shared orthologs, synteny
o
(4]

d’ information autres que la divergence des

00 20 40 sequences peuvent étre utilisés pour

Genome divergence (amino acid substitutions per position)

Fig. 2.2: Taux relatifs d évolution des génomes. ~ Mesurer  I"évolution  des genomes. La
En abscisse, la divergence des protéines estimées
sur un jeu de 34 athologues. Les courbes
concernant les orthologues partagés et la  génes orthologues partagée par deux
conservation de |’ ordre des génes ont été g ustées

aux domées de neuf génomes complets. génomes. La seconce et la anservation

chromosome (synténie). Ces deux mesures

premiere d'entre dles est la fradion ce

reflétent assez bien la divergence entre génomes, bien qu elles apparaisent moins efficaces
que les mesures plus traditionnelles comme I'identité entre protéines, nadamment pou des
especes éloignées (Fig. 2.2. Il convient ici de s attarder sur quelques définitions : al’ origine,
le concept d orthdlogie et basé sur une définition phylogénétique (sont orthologues deux
genes homologues qui ont aaqyuis leur indépendance é&olutive grés un événement de
spédation) et s oppcse acelui de paralogie (sont paralogues deux géenes homologues qui ont
aayuis leur indépendance érolutive grés un évenement de dugication) (Fitch, 1970Q. Il est
important de noter que @ntrairement a ce que certains auteurs ont cru comprendre de |’ article

de Fitch (1970) (voir par exemple les instigateurs de la méhode de meill eure similarité
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rédproque Mushegian et Koonin,

1996, aucune

hypothese sur la fonction des géenes n’intervient dans

cete définition. Ainsi, seule la reonstruction e

I"histoire d'une famille de génes devrait permettre

Fig. 2.3: Définition de
I'orthologie  par  melilleure
similarité rédprogue. a et b sont
orthologues 3, dans le génome
B, b a le melleur score de
similarité avec a ¢
réciproquement.

d'inférer ce type de relation. Cependant cette définition
est difficilement applicable a grande échelle, et un
moyen plus pratique a €& propose (Mushegian et
Koonin, 199§, cdui du meilleur score de similarité

rédprogue (Fig. 23). Bien que la définition de

I’orthologie sur des critéres de similarité puisee ondure a de fausses prédictions dans

certains cas particuliers (voir section 2.1.2.3, elle est largement considérée comme donrant

une bonre gproximation des relations d’ homologie entre genes.

De méme, le mncept de mnservation ce I’ organisation des genes (synténie) chez les

badéries est compliqgué a mettre en oceuvre du fait notamment que tous les génes sont

généralement sur le méme cromosome drculaire et que I’ordre des genes est tres mal

Low G+C Gram-Posilive Bactera

Synechocyslis sp.

\ H. pylor 26655 H. pylori 139

Protecbacteria

0.1

—_—

\ . elegans
\

Fig. 2.4 Arbre basé sur la fraction de génes
orthologues partagée @tre génomes. L'arbre
est construit par la méthode de Neighba
joining sur des distances définies comme le
nombre de génes communs a deux bactéries,
ponckré par le nombre de génes contenus dans
le plus petit des deux génomes.

Extrait de Huynen, et al., 1999, ure mise ajour
de Snel et al. (1999)

conservé lorsgu’on considére des especes
méme faiblement éloignées. La mesure
propcsée par Huynen et Bork (Huynen et
Bork, 1999 est en fait baséesur le nombre de
paires de genes (génes adjacents) conservées
entre especes.

L’organisation des génes s les
chromosomes a é¢ utili sée pour reconstruire
la phylogénie des bactéries (Sndl, et al.,
1999 Walf, et al., 200]), mais permet de ne
retrouver que les liens de parenté entre
especes proches, comme il était prévisible au
regard de la fig. 2.2. L’une des premiéres
méthodes proposant d'utiliser le contenu en
gene des génomes pou inférer les relations

de parenté entre les organismes est le travall
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de Snel et al. (Snel, et al., 1999. La similarité entre deux génomes est définie par le rappart
du nanbre de génes orthadogues qu'ils ont en commun et du nanbre de genes du dus petit
des deux génomes. C’ est une définition opérationrell e, et non phylogénétique, de I’ orthologie
qui est utiliséeici : deux genes ont considérés comme éant orthologues §, en utili sant
I’ algorithme de recherche de simil arité de Smith et Waterman (Smith et Waterman, 1982, les
deux génes nt rédproquement détedés comme éant les plus smilaires dans les deux
génomes considérés. La phylogénie obtenue par Snel et al. (Snel, et al., 1999 permet de
retrouver la plupart des groupes propacses par cdle basée sur I'ARN ribosomal, naamment
cdui des protéobadéries et des bactéries gram-positives a bas G+C (Fig. 2.4). Bien que
certains branchements profonds restent irrésolus, la mngruence de ces deux arbres suggere
deux choses: d'une part, que les parties résolues de I’ arbre de I’ ARN ribosomal représentent
bien ure réalité phylogénétique, et d autre part que I’ abondance des aqquisitions et des pertes
de genes au cours de I'évolution rest pas suffisante pour brouill er complétement le signal
phylogénétique que représente le partage de genes orthologues entre espéces. Cependant, des
interprétations diff érentes de ces résultat ont été suggerées qui propasent que ces arbres basés
sur le contenu en genes ne refléetent que la propension des especes a édanger des genes par
transfert horizontal (Dodlittl e, 19991).

D’autres méthodes proposent de dasser les espéces aur la base non pas des genes
orthologues, mais de la présence de famill es de
genes, ce qui est sensiblement différent
puisgue aicune différence n’est faite etre les
classes d homologies (orthoogie/paraogie).
Le fait de considérer comme un caractére la

présence d’ une famill e de genes condLit d’ une

part a réduire la quantité dinformation
Fig 2.5: Arbre basé sur la présence/absence de

famill es de génes. On identifie le groupe de
archées a droite, les eucaryotes au milieu (en
clair) et les bactéries & gauche. A la base des
baaéries on trouve les espéces dont le génome
est réduit comme Rickettsia (rp) (loin des
protéobactéries comme E. coli — ec), les
mycoplasmes (mp et mg) (loin des gram-
positives a bas G+C comme B. subtilis — bs),
les chlamydiales (cp et ct) et les girochétes
(tp et bb). Extrait de House et Fitz-Gibbon
2002

phylogénétique (une famill e de genes constitue
au plus un caadere informatif alors quelle
peut contenir plusieurs familles d’ orthologues)
et d'autre part a réduire sa qualité (la prise en
compte des génes paralogues bruite le signal
phylogénétique). Ces méthodes doment des

résultats variables méme avec des protocoles
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tres emblables (Fitz-Gibbon et House, 1999 Tekaia, et al., 1999 Lin et Gerstein, 2000

House d Fitz-Gibbon, 2002 D’une maniére générale, ell es ne réussssent qu a retrouver les

trois grands domaines de la vie (eucaryotes, badéries et archées), ou les groupes d’ espéces

tres proches. De plus, ces méhodes smblent étre extrémement sensibles a la taille des

génomes. Ced suggere I'existence de familles domaine-spécifiques (ou n’ayant pu étre

regroupées du fait de la forte divergence antre ces domaines) et que des famill es entiéres de

genes nt absentes des génomes ayant subi une réduction ce leur taill e. Par exemple dans la

Fig. 2.51"arbre cnstruit par House d Fitz-Gibbon(House d Fitz-Gibbon, 2002 regroupe ala

base des bactéries | es especes dort les génomes nt les plus réduits comme les mycoplasmes,

les chlamydiales, Rickettsia prowazekii et les irochétes.

2.1.2.2 Prise en compte de la simil arité des fquences
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B. burgdorferi
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C. trachoratis
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0.1

Fig. 2.6: Arbre basé sur la moyenne des sores de BLASTP
normali sés. La topologie de I’arbre montre une congruence
remarquable avecla phylogénie del’ ARN ribosomal.

Extrait de Clarke, et al., 2002

Méme s certaines
méthodes basées sur le cntenu
en géne (et notamment sur les
orthologues partagés) permettent
de retrouver des groupes
conguents avec I’ARN
ribosomal, on peut regretter le
fat que toutes ignorent
compléetement I"information que
contiennent les squences. En
effet, la figure 2.2 montre que le
poucentage de similarité entre
protéines constitue un meill eur
indicateur de [|'évolution des
génomes, ndamment pou de
grandes distances évolutives.
Pour intégrer ces donreéss,
d'autres approches ont éé

propcsées qui  prennent en

compte la similarité des genes dans les coudes de génomes. Grishin et al. (Grishin, et al.,
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2000 proposent ainsi d’ estimer les distances entre especes en prenant en compte la simil arité
des ®guences prises deux a deux. L’ arbre obtenu soutient une position kesale de la bactérie
hyperthermophile Aquifex aeolicus et de la cyanobectérie Synechocystis, mais échowe a
résoudre le reste de I'arbre des baaéries. D’ autres études plus récentes (Wolf, et al., 200%,
Clarke, et al., 2002 utili sent le méme type d’information avec plus de succes. Notamment,
Clarke et al. (Clarke, et al., 2002 décrivent une méthode d’ estimation des distances entre
génomes basée sur les sores de BLASTP et propcsent un arbre asz robuste qui présente de
grandes sSmilitudes avec I'arbre basé sur I’ARN ribasomal. Cependant, les indices de
robustese des noeuds que propcsent ces auteurs ont difficiles a interpréter car il s agit
d édhantill onrer des us-ensembles de genes partagés par deux especes pou caculer une
distance Contrairement a ceque suppaent ces auteurs, ce type de ré-échantill onrege est
assz éloigné du principe du bodstrap en phylogénie, et le soutien statistique des noauds de
leur arbre peut donc &re mis en doue. Le rappat des longueurs des branches internes et

terminales lais®e au contraire suppaser que cé arbre n’ est en fait pas résolu.

2.1.2.3 Remarques s la définition d orthologie

Plusieurs remarques peuvent étre faite a propos des méthodes liées au contenu en
genes, naamment si I’on considére que toutes utilisent la définition citée plus haut de
meill eure simil arité rédproque. Cette définition est largement utili sée par les biologistes bien
gu elle puisse potentiellement condure a des erreurs relativement importantes. L'un des
probléemes majeurs lié ala prise en considération e seulement deux organismes pour
déterminer les relations d’orthologie est celui des paralogies cachées. Par exemple, dans la
famille de la Glutamate synthase, une recherche entre Bacillus aubtilis et Synedhocystis 9.
devrait donrer comme orthologues les génes GLTB_BACSU et GLTB_SYNY 3 ce qui
semble @rred au regard de la phylogénie (Fig. 2.7). Cependant, entre E. coli et B. sulitili s, la
recherche d orthologues devrait propcser les géenes GLTB_ECOLI et GLTB_BACSU. Or,
dans la phylogénie de la famille, la présence de deux genes de Glutamate synthase cez
Synechocystis ainsi que dhez Vibrio cholerae atteste de I’ existence d’ une probable dugicaion
antérieure al’ancétre mmmun de toutes ces especes dans cette famille € révéle que les deux
genes ont en fait des paralogues. Il semble, au regard de la phylogénie, que Bacill us a perdu
une des copies de cegene tandis que Escherichia perdait I’ autre cpie. On comprend ai sément
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que cetype d'erreur est d’autant plus important que le nombre de génomes considéré est

faible.
0.1
100 Q9S2Y9 —_—
22 96218
30 Q9KrJ4
- 97 Q9K C46
3 100 Orthologie inférée par
s L meilleur score de blast
57 9PIA réciprogque
QIRXX2
100 &‘: LTB_ECOLI
' e
100 100 I P95456
L QIPA10
f 067512
% V. chol
100 Q22275 - cholerae
QOVVA4 Grande sous-unité de

GLTI_YEAST la Glutamate synthase

Fig. 2.7 : Arbre construit a partir de la grande sous unité de la Glutamate synthase. Voir détails
dans le texte

Un autre probleme lié ala définition dorthologie par similarité et d0 au fait qu'il
n'existe pas une relation simple eitre la similarité de deux séquences et leur proximité
phylogénétique. En effet, Koski et Golding (Koski et Golding, 200) ont montré que les
sequences les plus proches phylogénétiquement pouvaient trés ouvent ne pas corresponde a
la meill eure simil arité détedée par BLAST (Altschul, et al., 1997, et ced d autant plus que
les organismes considérés nt doignés. Par exemple, ils montrent que pour Aeropyrum
pernix, une archée pou laguell e peu de séquences d’ organismes proches étaient disponibles a
I’époqte, plus de 40 % des meill eurs sores de BLAST n’étaient pas les plus proches voisins
phylogénétiquement, et 30 % n’ é&aient méme pas dans le méme domaine de lavie. Ce ciffre
tombe a27 % (7 % se trouvant dans un autre domaine de la vie) lorsque c’est E. coli, dort de
nombreuses espéces proches ont séquencées, qu est considérée ce qui reste malgré tout
extrémement élevé. Le aitére de rédprocité doit permettre de crriger un certain nanbre de

ces aberrations, maisil reste adéterminer dans quell e mesure.
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2.1.2.4 Autres mesures de distance propcsees

On peut citer également d’ autres indices de ressemblance antre les génomes, comme la
compasition en dnucléotides, en adde aninés ou en motifs gructuraux des protéines, qu ont
donré lieu a des tentatives de représentation phylogénétique plus ou moins probantes (voir
par exemple Lin et Gerstein, 200Q. Cependant, bien que certains auteurs suggerent que la
compasition en dinucléotides des génomes puise @nstituer un marqueur phylogénétique
(Karlin, et al., 1997; Brocchieri, 200), ced essentiellement sur la base d’ éudes entre
especes proches (entre espéces du méme genre) ou tres éloignées (entre bactéries et archées
par exemple), son applicaion a des problémes phylogénétiques moins triviaux reste trés
hasardeuse. En ce qui concerne la compasition en addes aminés des protéines, ele aété
montrée ®mme éant fortement dépendante des condti ons de vie des organismes, nadamment
chez les hyperthermophiles (Kreil et Ouzouns, 200J), ce qui en fait un trés mauvais caractére
phylogénétique. Enfin, les mesures basées aur le partage de certains motifs gructuraux dans
les protéines £ heurtent aux mémes problemes que les méthodes basées ar la

présence/absence de famill es multi-géniques (Lin et Gerstein, 2000.

Aing, il semble souheitable pou résoudre un probléme tel que céui de la phylogénie
des badéries, d étre capable alafois de prendre en compte I’information ptylogénétique que
contiennent les f¥quences, de ne pas ® limiter aux rares genes présents chez tous les
organismes considérés, et surtout de pouvadr limiter I'impad des famill es de genes sjjettes a
transferts horizontaux. Ced nous condut a considérer les méthodes permettant d’identifier
des informations congruentes entre | es génes.

2.2 Lestestsde congruence entre les données phylogénétiques

Le probléme d’ évaluer si des genes peuvent contenir des informations congruentes, et
de I'identificaion de ces genes est abordé dans de nombreux articles avec des méthodes
diverses. (Rivera, et al., 1998 Jain, et al., 1999 Nesbo, et al., 2001 Brochier, et al., 2002
Matte-Talilli ez, et al., 2002 Zhaxybayeva & Gogarten, 2003. Nous avons dégja parlé d’ une
méhode empirique, appliqguée notamment par Teichmann et Mitchison (Teichmann et
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Mitchison, 1999 et Brown et al. (Brown, et al., 200) qui consiste aconsidérer les topdogies
obtenues pou chaque gene, et ales comparer a une référence (en I’ occurrence la phylogénie
de I’ARN ribasomal). Comme aicun des arbres n’est strictement identique ala référence, les
auteurs choisisent alors comme aitére d’ exclusion des familles, les diff érences qu'il s jugent
importantes (notamment, la non monophylie des domaines). Nous avons vu que cdte
approche éait susceptible d’ augmenter I'importance de certains regroupement ill égitimes par

rappat ad’ autres (sedion 2.7). D’ autres méthodes moins subjedives ont été propcsées.

2.2.1 Comparaison topologique

Jain et al. (Jain, et al., 1999 utilisent une gproche topdogique pou identifier les
transferts horizontaux de 312 familles de génes

Operational Genes

orthologues présents chez six espéces (quatre badéries
et deux archées). En uilisant un indice de distance

topdogique défini comme le nombre de nocauds qu une

% Operational Genes

10

branche terminale dait traverser pour réconcili er I’ arbre

analysé d laréférence (en I’ occurrence, une phylogénie

Distance from Reference Tree

Informational Genes basée sur le facteur d’ @ongation EF-10a), ils montrent

gue de trés nombreux transferts de génes s sont

b

produts dans les arbres analysés. Ils notent que ces

% Operational Genes

transferts ® sont produts depuis la diversificaion des

10

groupes de bactéries représentés dans I’ arbre @ que les

Distance from Reference Tree

genes impliqués dans des fonctions liées ala gestion e

Fig. 2.8: Distribution des distances  |’information génétique (réplication, transcription et
topologiques des arbres construits a _ ) .

patir de différentes familles & un traduction) sont nettement moins affedés que les
arbre de référence (basé sur le facteur
d’ élongation EF-1a). Extrait de Jain,
etal., 1999. Voir détailsdansletexte  les liens de parenté entre les especes puisquils ont

autres. Le but de cdte dude n’est pas de reconstruire

considérés comme éant connus a priori. Ce point est
regrettable car latopdogie mnsidéréeici comme référence, est loin d étre mnsensuelle. De
plus, les incongruences nt interprétées en terme de transferts horizontaux uniquement. Or,
pou une phylogénie basée sur six espéces tres éoignées, avec une identification des
orthologues par la méthode de doulde meill eurs scores rédproques, les risques de paralogies

cadées nt loin d étre négligeales. De plus, méme pou une famille de vrais orthologues,
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les méthodes de reconstruction ne garantissent absolument pas d obtenir la topdogie vraie.
Ainsi, oure I'interprétation des résultats par I’ hypaothese des transferts horizontaux, on peut
suggérer soit que les genes opérationnels possedent plus fréquemment des paralogues cachés,
soit qu'ils ©ont moins contraints par la séledion, évoluent plus vite & contiennent moins de

signal phylogénétique, soit un mélange des trois hypothéses.

2.2.2 Likelihood mapping

Une méthode dégante de mmparaison ces alignements a quatre taxons a éé proposee
par Strimmer et von Haesler (Strimmer et von

Haeseler, 1997. Appelée Likelihood (ou

>_< Quartet-) Mapping, elle mnsiste aévaluer la

T, probabilité que I'alignement ait é&é produt

par chacun destrois quartets (arbres contenant

quatre taxons) possbles. En dilisant un
P4

P3
1 4 1 2 < , .
>_< // P |p, >_< systeme de wordomées barycentriques, ce
2 T, T,* ¥ résultat est ensuite représenté par un pant

dans un triangle isocde, ou la distance du
Fig.2.9: Le Likelihood Mapping. La

probabilité des trois topdogies possibles est point aux trois arétes du triangle représente
représentée par les distances p;, . €t ps. Si le
pont est dans le min représenté par la
topologie Ty, cela signifie que la probabilite de  (Fig. 2.9. Un alignement contient une
I"arbre T, est trés supérieure aux deux autres. ) o

Extrait de Zhaxybayeva & Gogarten, 2002 information dautant plus explicite sur la

phylogénie des quatre espéces que le paint qui

les probabilités de dacun des trois arbres

le représente est proche d'un sommet. Ainsi, on peut également considérer que dague
sommet du triangle représente un arbre @ que plus le point de wordonrées (p1, P, ps) est
proche d’ un des smmets, plus |’arbre mrrespondant est probable. Ce type de représentation
permet d’'évaluer de nombreux alignements en méme temps, et de voir s I'un des trois
sommets rassembl e plus de points que les deux autres. Cette méthode aété alaptée al’ éude
des transferts horizontaux chez les procaryotes dans au moins deux études (Nesbo, et al.,
2001, Zhaxybayeva @ Gogarten, 2003. Toutes deux concluent a I’impossbilit é d’identifier
un coaur de genes ayant partagé une histoire commune du fait de trop nambreux transferts
horizontaux. Cependant, Nesbo et al. (Nesbo, et al., 2007 admettent que ces résultats peuvent

également S'interpréter comme une perte du signal phylogénétique, ce qui ne rend pas leur
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conclusion moins pessmiste quant a I'identificaion de genes informatifs sur les relations
phylogénétiques entre espéces. |l est néanmoins important de noter que les résultats basés sur
la reconstruction darbres a quatre especes doivent étre pris avec beaucoup ce précaitions.
Philli ppe @ Douzeri (Philippe & Douzery, 1994 pou la parcimonie & plus tard Adachi et
Hasegawa (Adachi et Hasegawa, 1996 pour le maximum de vraisemblance, ort en effet
montré que les phylogénies basées aur un tres faible nombre d’' especes nt peu fiables et que
« reconstruire I’ histoire avec seulement quatre taxons est plutdt un jeu de hasard » (Philippe &
Douzery, 199). Ced correspond assz bien aux résultats de Zhaxybayeva @ Gogarten
(Zhaxybayeva & Gogarten, 2003 puisgque pou de nombreux quartets d’ especes, chague abre
est soutenu par une méme propation dalignements. D’ autre part, Strimmer et von Haesler
(Strimmer et von Haeseler, 1997 puis Nieselt-Struwe @ von Haesler (Nieselt-Struwe @ von
Haeseler, 200)), étudiant les propriétés de leur méthode, ort mis en garde @ntre un certain
nombre de fadeurs influant sur les résultats et qui n'ont pas été pris en compte dans les
analyses des génomes procaryotes, comme la sensibilité de la méhode ala longueur des

alignements, et au modele d’ évolution uili sé.

2.2.3 ACP aur lesvaleurs de vraisemblance

2.2.3 ACP sur les valeurs de vraisemblance Pour résoude le proueme

notamment de [I'utilisation de quartets,
Brochier et al. (Brochier, et al., 2002 ont

T propcsé une méthode particuliérement

intéressante : grace al’utilisation dune

-230

méthode d’'analyse multivariéeg I'analyse
en composante principale (ACP), ils
propcsent une représentation gaphique de

la congruence des alignements. Un certain

nombre de topdogies concurrentes nt

—65-
reesrers - analysées par la méthode de maximum de
Fig. 2.10: ACP sur les valeurs de vraisemblance de
différentes familles protéiques et nucléiques pour 375
topologies d’arbres des bactéries. Les points représentent
les alignements dans 1’espace des topologies. La plupart des
alignements soutiennent des arbres similaires et se : - : .
reggroupent au niveau de I’origine du graphe. Les points P1, machinerie de traductlon). Il en résulte un
P2, P3 et P4 représentent différents concaténats de tableay
protéines. Les points R représentent I’alignement de I’ARN
ribosomal en utilisant différentes méthodes de distance.

Voir détails dans le texte. Extrait de Brochier, et al., 2002.

vraisemblance pou chaaun 57alignements

considérés (les familles de génes de la

contenant les vaeurs de



vraisemblance de chaque dignement (en lignes) pour chacune des topdogies (en colonres).
L’ ACP permet une représentation ce ce tableau dans les dimensions qui en maximisent la

variance. Aingi, les alignements utenant des arbres proches ont regroupés graphiquement.

L’une des difficultés principales de cdte gproche est le dhoix des topdogies. En
effet, I’échantill onnege taxonamique cnsidéré dans cette dude et de 45 especes, ce qui
corresponda un nanbre astronamique de topdogies possbles (prés de 10°%). Un choix doit
dorc s opérer sur les topdogies analysées. Les auteurs propasent un choix raisonnable qui est
de prendre les meill eures topdogies pou chacun des alignements, et identifient ainsi un
nombre important de génes portant une information phylogénétique @nguente. lls
confirment ainsi |’ existence d’un ensemble de génes ayant connu as histoires paralleles au
cours de I’évolution. A partir de plusieurs dizaines de ces génes concaténés, ils inférent une
phylogénie des badéries relativement proche de cédle de I’ ARN ribosomal, mais ou certaines
relations entre les grandes divisions badériennes apparaisent plus clairement (nous
reviendrons aur ce travail sedion 2.3.3.2. Ce faisant, ils concaéenent des génes qui ne sont
pas présents chez toutes les espéces considérées, mais notent que le traitement adéquat d’ un
« super-alignement » obtenu a partir de plusieurs dizaines de genes nécesste d' utili ser une
méthode de reconstruction phylogénétique caable de prendre en compte la grande variabilit &

des moddités d'évolution des

AN ‘ différents génes. De telles
Axis 2 (11%)
Ry = X< Ry méthodes, bien quabordées sur le
Fimr plan théorique ne sont pas encore
A A . disponbles. Une aitre limite de
. o N g i 'y“'m‘é‘ﬂ q) )
fods 1 (61%) Pa L. A cette méthode est, comme nous
. I’avons dé§a noté (voir sedion

2.1.0) que les génes utili sés doivent
. | étre représentés dans un nambre

Fig. 2.11: ACP sur les valeurs de vraisemblance de 53 important d especes (Brochier, et
familles protéiques et nucléiques pour 49 topologies d’arbres , .
des archées. Les familles n’ayant probablement pas subi de al., 2002 mont consideré que les
transfe}“ts’ sont regroupés a Squite. Lorsque ces familles s'ont génes présents chez au moins 45
concaténées, elles donnent ’alignement P2. Les autres points

repreésentent des familles dans lesquelles des transferts espéces représentant
horizontaux ont eu lieu. Ces derniéres, lorsqu’elles sont . . L
concaténées donnent 1’alignement noté P3. Voir détails dans raisonreblement la diversite des
le texte. Extrait de Matte-Tailliez, et al., 2002. badéries).
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Laméme méthode a éé appliquée al’ étude de 53 protéines ribosomales de 14 especes
d archées (Matte-Tailli ez, et al., 2002. Huit génes ayant probablement subi des transferts
horizontaux sont ainsi identifiés. De maniére surprenante, les huit genes concaténés
soutiennent une phylogénie trés smilaire a cdle qui maximise la vraisemblance des 45
protéines n’ayant pas ubi de transfert (ce mncaénat est représenté par le point P3 sur lafig.
2.17). D’autre part, la phylogénie basée sur la mncaénation e ces 45 protéines est tres
diff érente des arbres qui sont resporsables du regroupement des géenes dans I’ACP (notez
I’ éloignement du pant P2 et du nwage de point des 45 genes sur les deux axes fig. 2.17). Le
méme phénomeéne, qudgue moins pronorcé avait d§ja éé observé dans I’ étude sur les genes
badériens (Brochier, et al., 2009 ce qui suggere que les méthodes adtuell ement disporibles
pou traiter les jeux de séquences concaénées Dt incgpables de prendre en compte la

diversité des modalit és d' évolution des différents genes.

2.3 Uneapprochetopologique: lesuperarbre

Ainsi, plusieurs problemes =

posent encore, ndamment pou la prise

N . i en compte des genes cantonrés a
G sspbces A—L{C . J—éi G sspeces certains phylum badériens, patant une
B R information phylogénétique sur des us
) parties de I’ arbre & nonsur tout I’ arbre.
. ] D Une solution pesble a ceprobleme est
—|—<2 E
4

la combinaison non @s de séquences,

7 espéces

mais  darbres. L'approche de

reconstruction de super-arbres permet,
Fig. 2.12 : principe du superarbre. A partir de

deux arbres ayant un échantillonnage
taxonomique différent mais recouvrant, il est par exemple un arbre asept espéces a
possible d’inférer certaines des relations entre des
especes qui sont absentes dans I’un des arbres.

comme I'indique la fig. 2.12, dinférer

partir de deux arbres a six especes dont
I’échantillonrege  taxonamique  se
recouwre. Cette gproche autorise dnsi la combinaison e grandes quantités de donrées
concernant un vaste édantill onrage taxonamique.

La premiére partie de ce chapitre concerne I’ applicaion de cdte méthode aux donrées

génomiques pour |’ inférence d’ une phylogénie racinéedes badéries.
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2.3.1 Matériaset méthodes

Nous ne présentons ici que la derniére version dutravail dédié ala phylogénie des bactéries
inférée par la méthode de super-arbre, et qui a donrgé lieu a une pubicaion dans Genome
Research (Daubin, et al., 2002. Il sera pourtant fait alusion aux versions précédentes de ce
travall (présentées a Jobim 2001 et dans Daubin, et al., 200) dans la mesure ou elles
permettent d’ expliquer des choix méthoddogiques de la présente gproche. Nous insistons
sur le fait que le travail présentéici vise principalement arecnstruire une phylogénie racinée
des badéries et nona reanstruire la phylogénie universelle. La nuance réside essentiell ement
dans la moindre dtention patée aix familles de génes n’ayant aucun représentant badérien,
et notamment les familles de genes exclusivement eucaryotes qui n'ont pas été prises en

compte dans cette dude.

2.3.1.1 Construction des famill es de genes : HOBACGEN-CG.

HOBACGEN (HOmologous BACterial GENes, Perriere, et al., 20008 est une banque
de séquences qui regroupe en familles homologues les genes de I’ ensemble des organismes
procaryotes et de la levure. Nous avons utili sé la procédure de cnstruction d HOBACGEN
pou développer HOBACGEN-CG (pour « Complete Genome »), une banque qui regroupe
I’ ensembl e des espéces dort le génome aété mmplétement sequencé La deuxiéme version de
ceite banque ntenait 45 especes, dort 32 badéries, neuf archées et quatre eucaryotes
(Tableau 21).

Lapremiére dape de mnstruction ce labanque aété de réaupérer toutes les fquences
présentes dans les banques protéiques SWISSPROT et TrEMBL pou ces 45 especes. On
effectue ensuite une recherche de similarité de toutes les squences contre dles-mémes en
utili sant le programme BLASTP2 (Altschul, et al., 1997. Les fguences posgdant plus de
50% de similarité (BLOSUM®62) sur plus de 80 % de leur longueur sont intégrées dans la
méme famille. Une relation dinclusion par simple lien est gjoutée, si bien quil suffit a une
séquence de remplir ce critére pour une seule des squences de lafamille pou en faire partie.

Les séquences protéiques ainsi séledionnées ont ensuite dignées a I’aide de CLUSTALW
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(Higgins, et al., 1996 et un arbre phylogénétique est reconstruit en utili sant le programme
BIONJ (Gascuel, 1997%.

Les arbres, qu constituent surtout un moyen pratique de visualiser lafamille, peuvent ensuite
étre consultés vial’interface FamFetch (Perriere, et al., 20000 qui permet en oure de faire de

nombreuses requétes sur les famill es et les arbres.

Bactéries (32 espéce)

Protéobactéries (12 espéces)

v€: Escherichia coli, Vibrio cholerae, Pasteurella
multocida, Haemophilus influenzae, Buchnera sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Xylella fastidiosa, B€:
Neisseria meningitidis, a€: Caulobacter crescentus,
Rickettsia prowazekii, e€: Helicobacter pylori,
Campylobacter jegjuni.

Gram-pasitive Bas-G+C (8 espéces)

Bacillus subtilis, Bacillus halodurans, Saphyl ococcus
aureus, Lactococcus lactis, Streptcoccus pyogenes,
Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma genitalium,
Ureaplasma parvum.

Gram-pasiti ve Haut-G+C (3 especes)

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae,
Sreptomyces coelicolor.

Cyanobadérie (1 espéece) Synechocystis sp. (PCC 68(B)
Spirochétes (2 espéces) Borrelia burgdorferi, Treponema pallidum.
Chlamydiales (3 espées) Chlamydia muridarum, Chlamydia trachomatis,

Chlamydophila pneumoniae.

Deinococcus/ Thermus (1 espéce)

Deinococcus radiodurans.

Hyperthermophiles (2 espéces)

Aquifex aeolicus, Thermotoga maritima.

Archées (9 espéces)

Euryarchaeotes (7 espéces)

Hal obacterium sp., Thermoplasma acidophilum,
Methanococcus jannashii, Pyrococcus horikoshii,
Pyrococcus abyssi, Methanobacterium

ther moautotr ophicum, Archaeoglobus fulgidus.

Crenarchaeotes (2 espéces)

Sulfolobus solfataricus, Aeropyrum pernix.

Eucaryotes (4 espéoes)

Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster,
Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisiae.

Tableau 2.1: Les espéces représentées dans HOBACGEN-CG release 2 et présentes dans le

superarbre.
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2.3.1.2 Premiére séledion cesfamill es

La reconstruction de phylogénies d’ especes a partir de domées moléaulaires nécesste
de prendre quelques précautions. En effet, comme nous I’ avons vu précédemment, plusieurs
types d’homologues peuvent étre identifiés aur la base de la similarité des quences, mais
seule une dasse d’homologie, les orthologues, permettent I’ é&ude des relations entre espéces.
La melll eure maniére d'identifier des génes orthologues est de prendre tous les homologues
disponibles et de recmnstruire une phylogénie. C'est cette goproche que nous avons chaisi.
Cependant, méme ansi, certaines relations ont peu claires $ I'on se refuse a faire des
hypothéses a priori sur la topdogie du \eritable arbre des badéries. Dans ces conditions,
toute famille cntenant plusieurs génes de la méme espece S'ils ne forment pas un groupe
monophylétique, est susceptible de ntenir des paralogies cachées, nonseulement en ce qui
concerne cette espéce mais égaement toutes les autres. En effet, s I’on considére la
phylogénie de la Glutamate synthase (Fig. 2.7), en |’absence des séquences de Vibrio et
Synechocystis, on peut considérer que les genes présents ont tous orthologues. Cependant, la
prise en compte de ces séquences permet de mettre en évidencela paosshilit € que cdte famille
ne soit pas constituée uniquement de génes orthologues. Deux hypothéses peuvent en effet
expliquer la topdogie observée: des transferts horizontaux n’ayant concerné que Vibrio et
Synechocystis (dans ce ca, il suffirait de ne pas considérer ces fquences pour avoir une
famill e représentant la phylogénie des espéces), ou hen ure dugicaion ancestrale suivie de
pertes différentielles dans les différentes especes. Le fait de trancher entre ces deux
hypotheses constitue un gos risque, ca il est tres difficile si I’on re fait pas d’ hypaothése a
priori sur la phylogénie, de mnsidérer que I’une ou I’ autre est plus parcimonieuse. Aingi, la
présence des fquences de Synechocystis et Vibrio interdit de considérer les genes de Bacill us
et Escherichia comme des orthologues fiables. Nous avons chaisi une méthodke tres gringente

qui consiste a eclure dans ce cas lafamille de I’ analyse.

Dans un souci de minimiser I'impad des transferts horizontaux, nows avons également
exclu des familles tous les génes eucaryotes dort le produt est connu par avoir une
locdisation mitochondiale ou chloroplastique. De méme, les familles ne @ntenant que des
sequences d'archées et de bactéries hyperthermophles n'ont pas été retenues du fait de la
forte présomption e transfert qui pese sur ces génes. D’une maniere plus générae, les

famill es ne mntenant qu' une ou deux séquences bactériennes ont également été exclues.
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2.3.1.3 Reoonstruction des arbres

Chague famille dnsi séledionrée aensuite éé rédignée en uilisant le programme
CLUSTALW, et les parties fiables des alignements ont été sélectionnées en uilisant le
programme Gblocks (Castresana, 200Q. Seuls les alignement pour lesquels ce traitement
laissait au moins deux fois plus de sites que de séquences ont été retenus. A partir de ces
alignements, deux analyses phylogénétiques ont été mndutes indépendamment : une analyse
par maximum de vraisemblance avec le programme PROTML (Kishino, et al., 1990 et le
modele de substitution JTT (Jones, et al., 1999 ; et une analyse par le programme BIONJ
(Gascuel, 1997 en utili sant une distance céaculéegrace aune loi Gamma implémentée dans
TREE-PUZZLE (Strimmer et von Haeseler, 1996 et le méme modéle de substitution que
précaemment: JTT (Jones, et al., 1992.

Ces deux méthodes permettent d’ avoir des indices de mnfiance aix nceuds: RELL-BP
pou PROTML et le boastrap pou BIONJ.

2.3.1.4 Deuxiéme sélection des famill es.

Le souci premier de cette analyse dait de ne faire aucune hypothese a priori sur la
topdogie de I’ arbre des bactéries. Cependant, les résultats des analyses précédentes (Daubin,
et al., 200) présentaient un ressemblance frappante avec ceux de Brown, et al., 2001 (Fig
2.1A), nadamment en ce qui concerne laposition ce laradne du damaine des badéries dans la
branche des irochetes. Ces auteurs interpretent ce résultat comme édant dd a des transferts
inter-domaines (voir sedion 2.1.). Afin dexclure I’éventualité d'un tel artefact dans notre
analyse, nows avons gouté un critere de séledion des familles pou le présent travail : la
monophylie du damaine des badéries. Ce domaine et trés largement considéré mmme dant
monophylétique. Lamise en ceuvre de cecritere nous a andut a exclure quelques famill es et
asupprimer certaines sequences dort la position dans les arbres suggérait un transfert évident

(dort notamment des genes eucaryotes d’ origine mitochondia e nonannaés comme tels).
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2.3.1.5 Méthoce de Représentation ce Matrice par Parcimonie (MRP)

La méhode de anstruction de super-arbre dhoisie pou cette éude et cdle de la
Représentation de Matrice par Parcimonie ou MRP (Baum, 1992 Ragan, 1993. Cette

méthode avait al’ origine &é proposéeafin de

combiner des jeux de donrées de nature c N F

différente (comme  des  donrées g 0 c § @@@
morphdogiques et des donrées B (
moléaulaires). Elle a plus récemment été

propcsée pour combiner des arbres de la

littérature ¢ inférer une phylogénie des

}

O'—‘OO-JO'—}

placentaires (Liu, et al., 200]). Son gincipe,

ains que les adaptations que nous y avons

—o == oo}
—o—oc oot

QEET AR >
Vo oo o~
R N =)

appatés ont décrits dans la Fig. 2.13.

Chague noaud dun arbre est recodé dans une _ i i _
Fig. 2.13: La méthode de représentation en

matrice binaire par un caadére qui  matricede parcimonie (MRP). Chague branche
interne est codée par un caractere binaire qui
déqit la bipartition correspordante. Seuls les
Nous avons introduit un seuil au codage des ~ NoUds ayant une valeur de bootstrap superieure

a 50 % ont é&é mdés. Les matrices
NoaLIds et seuls ceux soutenus par des valeurs  correspondant & chaque abre peuvent étre

L N concaténées en goutant des caracteres
de boastrap ou & RELL-BP supérieures 250 mangLants « 2.

représente la bipartition corresponchnte.

% sont codés. Les arbres obtenus par les deux
méthodes ot traités indépendamment.

Les matrices obtenues aprés codage des arbres nt traitées par la méthode de
parcimonie en faisant a chague fois 500 réplicats de bodstrap. Pour cda, les programmes du
padkage PHY LIP (Felsenstein, 1989 ont été utili sé.

2.3.1.6 Comparaisonentre arbres

Certains arbres particulierement aberrant au niveau de leur topdogie peuvent
introdure du kruit dans|’analyse ¢ fausser la reconstruction dusuper-arbre. 1l nous faut dorc
un critére pour éliminer ces arbres. La méthode MRP étant baséesur les topdogies des arbres,

il est dorc judicieux de séledionrer les arbres sur un critére de simil arité topdogique. Nous
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avons pris le parti dans cette dude de ne cnsidérer aucune topdogie mwmme bonre a priori.
Une solution pou éviter de mmparer tous les arbres a une topdogie de référence est de faire
toutes les comparaisons possbles entre abres et de visualiser les résultats par une analyse

multivariée

La premiere dape et de réduire les deux arbres aux taxons gu'ils ont en commun
Nous avons chaisi une distance analogue ala distance de Robinson et Foulds (Robinson et
Foulds, 198)), qu est définie ammme le nombre minimal de noauds qu'il faut faire traverser a
des branches pou transformer une topdogie en ure aitre. Cette mesure de distance
topdogique revient a dénombrer les bipartitions communes aux deux arbres. Notre indice de

distance se définit dornc ansi :

Ou b est le nombre de bipartitions communes aux deux arbres et b, est le nombre total de
bipartitions. Cette distance varie donc de O pou deux arbres identiques, a 1 paur deux arbres
ne possedant aucune bipartition commune.

Toutes les distances entre coudes d arbres possdant un nanbre minimum d’ espéces

en commun peuvent ains étre cdculées.

2.3.1.7 L’ Anayse en Coordonrées Principales ou ACO (PCO en andais).

Si n est le nombre d'arbres, on oliient donc une matrice de distance symétrique de
dimension n x n. Une difficulté est que les arbres n’ ont pas toujours suffisamment d’ especes
en commun pou qu une distance puise &re calculée Pour minimiser le nombre de trous
ainsi occasionnés dans la matrice, nows avons déddé de réduire I’analyse de la @ngruence
entre les arbres a la partie badérienne des arbres, en ne sélectionnant pou I’ACO gque caix
contenant au moins 10 espéces de badéries. Méme ansi, certains arbres restent imposshbles a
comparer, et dans ce cas, le meill eur estimateur des donrées manquantes de la matrice et la
moyenne de toutes les distances présentes dans la matrice (D. Chessl, communicaion

personrelle). La matrice peut-étre analysée par la méhode d’ACO implémentée dans le
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padkage ADE-4 (Thioulouse, et al., 1997). Cette méthode permet d’ extraire les composantes
principales de la matrice (Gower, 1966. Cela permet de représenter nos n arbres dans un
espace adeux dimension en croisant les fadeurs les plus sgnificatifs. On oltient une
représentation oules arbres les plus proches topdogiquement sont regroupés. Cette gproche
al’avantage de ne pas considérer un arbre particulier comme référence

2.3.2 Résultats

2.3.2.1 Super-arbresbasés sur 730famill es de géenes.

Apres la sélection faite sur les arbres, 730

300

familles d' orthdlogues ont été identifiées. Ladistribution . |

en taill e de ces familles est montréefig. 2.14.Seulesles =1

familles contenant plus de sept especes ont été

100

considérées. La forme caractéristique de la distribution

50 1

ill ustre la nécessté d’ une méthode permettant la prise en o

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
nombre d'espéces

compte du signal phylogénétique gporté par les familles
Fig. 2.14: Distribution dt
nombre despéces contenues

ubiquitaires ont rares, et peu d entre aix remplisent les ~ dans les 730 familles de genes
retenues pour I’ analyse.

représentées dans moins de 45 especes: les génes

critéres que nous avons utilisés pou identifier les

familles de bors orthoogues. Par exemple, lafig. 2.15montre la famill e de genes du facteur
d éongation EF-G (famille HBG00024L) telle gu' éll e apparait dans HOBACGEN-CG. Seule
la partie bactérienne de I’arbre et montrée Bien que ce gene soit d’ ordinaire mnsidéré
comme un bonmarqueur phylogénétique (Bocchetta et al. 20), I’on vat clairement que de
nombreuses especes posedent deux ou trois paralogues anciens de ce géne, naamment
Synechocystis. Cette famille n’a donc pas pu étre retenue. Le méme cas de figure est observé
pou le paralogue ancestral de EF-G, le fadeur d’ @ongation ET-Tu (Famille HBG016186.
Ainsi, beaucoup ce genes ubiquitaires n'ont pu étre mnsidérés dans cete dude @ ne
devraient d’une maniére générale ére utili sés qu avec une extréme prudence pou |I’analyse
phylogénétique.
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Synechocystis sp

Fig. 2.15: La phylogénie de la
famill e du fadeur d’' éongation EF-
G tele quele @parat dans
HOBACGEN-CG. Seule la partie
badérienne de I’arbre est montrée
La présence de plusieurs squences
tres divergentes notamment de
Synechocystis (SYNY 3), Borrelia
(BORBU), Treponema (TREPA),
Mycobacterium (MYCTU) et
Thermotoga (THEMA) suggere

EFG THEMA

,_EEFGicHLMU
EFG_CHLTR

R EEG_CHLPN

EFG1_SYNY3J
IR

I’ existence de paral ogies cachées.

EFG1_TREPA
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L EFG2_BORBU

EFG2_TREPA
EFG2_STRCO
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EFGL_MYCTY
QoL281
QIRXC2

in:FGL_SYNY3I

Les superarbres basés aur les 730 arbres de BIONJ + loi Gamma d’une part, et de
Maximum de vraisemblance d’ autre part sont présentés fig. 2.16 et fig 2.17 respectivement.
Comme I'on pouwit Sy attendre, les trois domaines de la vie (archées, eucaryotes et
badéries) sont monophylétiques et bien soutenus. Les deux super-arbres snt
remargquablement semblables, a I’exception des parties peu soutenues par les valeurs de
boastrap. Tous deux soutiennent la monoghylie de la plupart des grands phylums archéens
(euryarchaeotes et crénarchaeotes) et badériens (gram-positives a bas G+C, gram-paositives a
haut G+C, spirochétes...) a |I’exception ndable des protéobadéries, dort le groupe des e-
protéobadéries change de paosition entre les deux arbres. Un groupement nontrivia tres bien
soutenu est cdui de Deinococcus radiodurans avec les badéries gram-positi ves a haut G+C.
Aingl, il existe un signa fort pou la mhérence des grands groupes badériens. Cependant, a
I'instar de la plupart des études qui ont tenté d utiliser les donrées génomiques afin de
résoudre le probleme de la phylogénie bactérienne, les relations entre ces grands groupes
restent peu résolues. Cette difficulté arésoudre les branches profondes de I'arbre peut étre
interprétée mmme dant due ala perte du signal phylogénétique sur les branches anciennes,

ou, comme |’ a suggéré Woese (Woese, 1987 a une radiation bussonrante entre les grandes
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divisions badériennes, mais également a I’augmentation de la probabilité d’avoir eu un
transfert horizontal avec le temps de séparation. Egalement, la posshilité d avoir des
paralogies cachées dans les familles est probablement d’autant plus grande que les especes
sont distantes. Nous avons tenté de savoir s certains arbres particuliers étaient resporsables
de cd état defait.

[ Borrelia burgdorferi
100 — Treponema pallidum

) Spirochaetes

Chlamydophila pneumoniae
i i Chlamydiales
100 I_E Chlamydia muridarum y
.00 100 Chlamydia trachomatis

— Aquifex aeolicus

1 Thermotoga maritima ) Hypertermophilic bacteria

60 [~ Synechocystis sp.
Ureaplasma parvum
100 Mycoplasma genitalium
100 Mycoplasma pneumoniae
— Bacillus halodurans Low G+C
100 Bacillus subtilis Gram-positives

Staphylococcus aureus
100 Lactococcus lactis

Cyanobacteria

52

100 Streptococcus pyogenes
Deinococcus radiodurans —— Deinococcus/Thermus grou
Streptomyces coelicolor >

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium leprae
Campylobacter jejuni

High G+C
Gram positives

Helicobacter pylori J
Neisseria meningitidis
Xylella fastidiosa
Pseudomonas aeruginosa
Buchnera sp.

Escherichia coli

Proteobacteria

Vibrio cholerae
Pasteurella multocida
Haemophilus influenzae
Caulobacter crescentus
Rickettsia prowazekii
Aeropyrum pernix
Sulfolobus solfataricus ) Crenarchaeota
Pyrococcus horikoshii
100 Pyrococcus abyssi
7 Halobacterium sp.
93 Archaeoglobus fulgidus Euryarchaeota

74 Methanobacterium thermoautotrophicum

100 M ethanococcus jannashii
Thermoplasma acidophilum

Arabidopsis thaliana
'{H—E Caenorhabditis elegans
Drosophila melanogaster Eukaryota

Saccharomyces cerevisiae

100

Fig. 2.16: Superarbre basé sur 730 arbres construits avec la méhode BIONJ
(Gascuel, 199) en utilisant une distance basée sur une loi Gamma & un modéle
de substitution JTT (Jones, et al., 192). Les valeurs de bootstrap (500 réplicats)
supérieures a50 % sont indiquées.

69



100

100

|

100

100

100

%

100

|

54

100

100]

%

100

100

Chlamydophila pneumoniae

Chlamydia muridarum Chlamydiales
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Rickettsia prowazekii
Caulobacter crescentus
Neisseria meningitidis
Xylella fastidiosa
Pseudomonas aeruginosa
Buchnera sp.

Escherichia coli

(a B,d)-Proteobacteria

Vibrio cholerae
Pasteurella multocida

Haemophilus influenzae
Aeropyrum pernix
Sulfolobus solfataricus
Pyrococcus horikoshii

) Crenarchaeota

Pyrococcus abyssi

Thermoplasma acidophilum
Halobacterium sp.

Archaeoglobus fulgidus

M ethanococcus jannashii
Methanobacterium thermoautotrophicum

Euryarchaeota

Caenorhabditis elegans
Drosophila melanogaster

Arabidopsis thaliana Eukaryota

Saccharomyces cerevisiae

Fig. 2.17: Superarbre basé sur 730 arbres construits avec la méthode de
maximum de vraissemblance et un modéle de substitution JTT (Jones, et al.,
1992. Les valeurs de bootstrap (500 réplicats) supérieures a 50 % sont indiquées.
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2.3.2.2 Comparaison ces arbres de genes.
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Fig. 2.18: ACO sur les distances topdogiques de 310 arbres contenant au moins 10 espéces
baaériennes. Les ACO sont basées : a gauche, sur les arbres de BIONJ, et adroite, sur les arbres de
Maximum de vraissemblance. Les points noirs représentent les genes «informationnels » et les
points gris, les génes « opérationnels ». La majorité des génes «informationnels » est concentrée
dans la partie dense du ruage qui correspond a des arbres de topologies plus semblables entre elles.
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L’ hétérogénéité de taill e des arbres fait que certains arbres ont des échantill onrages
taxonamiques diff érents. Cela n’ est pas génant pou la reconstruction dusuperarbre tant qu'il
existe des arbres pour «faire le port ». Cependant, pou le cacul des distances topdogiques
entre arbres, ced interdit de comparer I’ensemble des arbres car |a matrice de distance peut
contenir de nombreux «trous» que I’ACO ne peut gérer. Limiter le nombre de ces distances
manquantes a moins de 10 % des cas permet de @ntourner ce probléme en uilisant un

estimateur des distances manguantes (voir sedion 2.3.1.7.

Pour limiter les distances manquantes a moins de 10 % des cas, nows avons choisi de
ne cmparer que les arbres contenant au moins dix especes badériennes. Trois cent dix arbres
respedent ce gitere d ont donc &é comparés, pus la matrice aété analysée par ACO. Les
résultats de cdte analyse sont présentés fig. 2.18.Les deux premiers axes de |’analyse sont
présentés. Dans les deux cas, |e nuage de points comporte une région dense qui représente des
arbres plus ®mblables entre aix. La bome représentation dans cete région des genes
impliqués dans les fonctions liées ala gestion ¢k I'information ggnétique est tres remarquable
et vient en confirmation des |I"hypothése de cmplexité énise par Jain et al. (Jain, et al.,
1999. Cependant, s les genes informationrels tendent a ontenir une information
phylogénétique ngruente, ils la partagent également avec de nombreux geénes dits
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opérationrels. Ced suggeére que nous identifions ainsi des genes impli qués dans de fonctions

comparables aux fonctions informationnell es en terme de cntraintes évolutives.

26 3 )
m e info
24 4 3 oper

nombre d’espéces

Reste Région dense

Fig. 2.19: nombre moyen d espéces dans les
famill es de la région dense et du reste du nuage
de I’ACO pou I'analyse des arbres construits
avec la méhode de BIONJ. Info: génes
informationnels; oper: genes operationrels.
Les barres représentent 95 % d'intervalle de
confiance.

Comme I’on pouwat sy attendre, les
genes représentant ce «coaur de genes»
tendent a avoir une melill eure représentation
phylogénétique: la fig. 2.19 montre que les
genes présents dans la région dense tendent a
étre présents dans plus d espéces. Ains, le
résultat de I’ACO peut <sinterpréter de
plusieurs maniéres. D’une part, I'on peut
imaginer que les génes les plus esentiels ot
les mieux conservés a la fois du pant de vue
de leur présence dans une espece d@ de leur
séquence, ce qui correspond aux termes de
I” hypothése de complexité (Jain, et al., 1999.

Mais I'on peut également interpréter ce résultat comme un édec des méthodes de

reconstruction a retrouver le bon arbre lorsque |’ échantill onnage taxonamique et limité

(Leintre, et al., 1993, ou hen encore mmme une limite de notre méthode d’inférence des

relations d orthdogie dans ces condtions. Dans ce cas, on re peut tout a fait exclure que ce

« coaur de genes » ne soit non fas I’ ensemble des génes n’ ayant pas ou peu subi de transferts,

mais fulement ceux dort nous |avons reconstruire | histoire. 1l N’ en reste pas moins que ces

genes doivent pou cela subir des contraintes évolutives particuliéres qui suggerent leur

importance primordiale pour lacellule.

Les arbres regroupés dans ce nuage dense doivent suppater des topdogies voisines, et

de cefait permettre de recnstruire un super-arbre des badéries plus robuste. Nous avons

dorc repris ces arbres et remnstruit les super-arbres correspondants qui sont présentés fig.

2.20et 2.21.
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L Saccharomyces cerevisiae

Fig. 2.20: Superarbre basé sur 121 arbres construits avec la méthode
BIONJ (Gascuel, 1997) en utilisant une distance basée sur une loi
Gamma @ un modéle de substitution JTT (Jones, et al., 1999). Ces
arbres ont été sélectionnés aur la base de leur appartenance ala région
dense du nwege de I'ACO. Les valeurs de bootstrap (500 réplicats)
supérieures a50 % sont indiquées.
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Fig. 2.21: Superarbre basé sur 118 arbres construits avec la méthode de
maximum de vraisemblance et un modéle de substitution JTT (Jones, et
al., 192).. Ces abres ont été séledionnés ar la base de leur
appartenance a la région dense du nuage de I'ACO. Les valeurs de
boastrap (500réplicats) supérieures a’50 % sont indiquées.
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Lestopdogies ainsi obtenues ne sont pas radicdement différentes des premiers super-
arbres recnstruits en cequi concerne les phylums bien connus. Cependant, uncertain nanbre
de noauds plus profonds ont ici bien soutenus, et notamment celui soutenant la monophylie
des protéobactéries (e-protéobadéries comprises). Le soutien statistique pou les badéries
occupant la position la plus basale aaugmenté du fait de la séledion des arbres, et atteint
méme des valeurs supérieures a 70 %. Aing, les badéries hyperthermophil es Aquifex aeolicus
et Thermotoga maritima sont exclues de la position basale qu elle occupent dans I’ arbre de
Woese (Woese, 1987. De méme, la bactérie radio-résistante Deinococcus radiodurans,
également considérée ®mme émergeant précocement dans I'arbre, est significativement
groupée aec les badéries gram-positives a haut G+C. Bien que surprenantes, ces positions
vont dans le méme sens que des travaux récents. Brochier et al. (Brochier, et al., 2002,
utili sant des protéines concaténées de badéries ont montré la proximité de Deinococcus et des
badéries gram-paositives. Bien que leur phylogénie ne soit pas radnée, ce qui interdit
d exclure la posshilit € que Deinococcus se trouve ala base de I’ arbre, ce résultat va dans le
sens d' une relation encore ignorée entre ces deux groupes. Cette proximité a @alement été
observée par Brown et al. (Brown, et al., 200). Malgré le fait que les bactéries gram-
positives ient relativement proches dans I’'un e nos deux arbres (celui basé sur les arbres
ML), ced implique que cegroupe n'est pas monophyléique @ que la membrane externe
aurait été perdue au moins deux fois indépendamment, d une part par les badéries gram-
positives a bas G+C, et d autre part par les haut G+C. Il est intéressant de noter que
Deinococcus est positive ala mloration de Gram, mais possde une membrane externe.
D’ autre part, Deinococcus est proche de la badérie thermophile Thermus (a tel point qu un
phylum les regroupant a €é créé: le Deinococcus/Thermus group), qu est, elle, clairement

Gram-négative.

La position nonbasale des hyperthermophiles badériens a déja éé eordamment
discutée Placdes comme émergeant préccement et successvement dans |’ arbre des baaéries
de Woese (Woese, 1987 basé sur I’ARN ribosomal, Thermotoga et plus tard Aquifex ont été
considérées comme la preuve du caradere hyperthermophile de I'ancére commun des
badéries. Cependant, cette position a éé remise en doue notamment suite ala mise en
évidence des contraintes fonctionrelles fortes sSexercant sur I’ARN ribosomal des
hyperthermophiles (Galtier, et al., 1999 qui pouraient ére a |'origine d artefacts de
reconstruction. De plus, ure réévauation récente de la phylogénie basée sur I’ ARN ribosomal
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soutient une position non lasale des badéries hyperthermophile (Brochier et Phili ppe, 2003.
Ces résultats suggerent donc une aaptation relativement récente de ces bactéries, nadamment
via I’aqquisition par transferts horizontaux de cetains génes archéens nécessaires a la vie a
haute température (Confalonieri, et al., 1993 Forterre, 1995 Forterre, et al., 2000Q.

La reconstruction du super-arbre bactérien en ne @nsidérant que les fquences
badériennes pour la cnstruction des arbres, avec la méme sélection des familles (Fig. 2.22

donre un résultat identique acedui obtenu
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taphylococeus aureus précéemment. Certains groupements, et

Bacillus subtilis Low G+C N
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streptomyees coctcoor /. SR permet d avoir une idéede la maniéere dort
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Campylobacter jejuni ,
Rickettsia prowazekii les groupes externes (archées et
Caulobacter crescentus
Neisseria meningitidis
Xylella

Rroteobacteria eucaryotes) influencent la topdogie de la

e tuens. partie badérienne de I'arbre, naamment
Pasteurellanultocida
Escherichia coli

via le phénomene d’ attradion des longues

Vibrio cholerae

e ima ) Hypeftermophilic bacteria branches. Le fait que la topdogie soit peu

Chlamydophila pneumoniae
100 Chtamudia muridarum >Chlamydiales ou pes affedée indique que |’ effet de ces
10 Chlamydia trachomatis
— Borrelia burgdorferi

14— trepmema pattdum ) SPifochzetes artefads n'est pas wffissmment intense

pou boueverser le groupe interne.
Fig. 2.22: Superarbre basé sur les arbres de : .
BIONJ reconstruits a partir des seules séquences Cependant, le fait que ce arbre presente

aprés I'ACO. La racine a été abitrairement

placée dans la méme branche que clle suggérée certains regroupements et notamment pour
par le superarbre racine. la proximité des badéries gram-paositives &
haut G+C et de Deinococcus, ou pou la monophlie du groupe gram-pasitives bas G+C,
cyanohactéries, Deinococcus et gram-pasiti ves haut G+C indique que certaines de ces especes
peuvent peuvent subir un phénomeéne d attraction des longues branches dans les arbres

contenant le groupe externe.
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2.3.2.3 La patiearchéennedel’arbre

3
13
.

Le but premier de cdte analyse n’ était pas

Y 2o g - . . 0 3_ /‘—\o
d éudier la phylogénie des archées. De cefait, la <., | 37 70 . Lo
éru,z ‘..'. . .
partie de |" arbre représentant le domaine acheen e ] T
est peu résolue, nadamment apres la séledion des :

arbres par ACO, ce qui peut s expliquer par le o8

fat que toutes les familles mgjoritairement . )
Fig. 2.23 : ACO sur les arbres construits

a partir des séquences des seules archées
par la méthode de BIONJ (JTT, loi
gamma). L’existence d’une région dense
est moins évidente qu’avec les bactéries.
On peut cependant considérer que la
région définie par I’ellipse est plus dense
en génes et contient une fraction
importante des génes informationnels

archéennes ont éé exclues pou permettre les
Cependant,
superarbres basés sur les 730 familles sont

comparaisons  d arbres. les

relativement bien résolus pou cette partie de
I"arbre. Nous avons reconstruit a partir de notre
jeu de donrées des arbres ne @ntenant que les
archées, en ' utili sant cette fois que la méthode BIONJ + loi Gamma. A partir des 149 arbres
ainsi obtenus, ure ACO a é¢é dfeduée (Fig. 2.23). Bien gLe le résultat soit moins clair que
pour les badéries, ure partie dense et |a auss identifiable & nous avons reconstruit |’ arbre
archéen correspordant aux 61 genes ainsi séledionnés. Les super-arbres avant et apres
sdledion par ACO sont montrés fig. 2.24.1ls ot arbitrairement racinés entre les deux grands
groupes d archées (Creanarchaeotes et Euryarchaeotes), qu apparaisent nettement comme

étant monophylétiques dans les super-arbres

Aeropyrum pernix
Sulfolobus solfataricus

présentés plus haut. Ces  arbres

Pyrococcus horikoshii
Pyrococcus abyssi

1 s dophi
Thermop philum
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Fig. 2.24: Superarbres des archées basés aur
I’ensemble des 149 arbres (en haut) et sur les
61 arbres sdectionnés apres I'ACO. La
méthode utilisée ici est le BIONJ (JTT+loi
gamma).
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phylogénie basée sur I'ARN ribosomal. Il
sont en désaccord en ce qui concene la
paosition ce Thermoplasma. Cependant, dans
aucun des deux, la position e cdte espece
n'est tres fortement soutenue. La séledion
apres I’ ACO permet cependant de mettre en
le dade

évidence regroupant

Halobacterium, Archaeoglobus
Methanobaterium et Methanacoccus, mais

il faut reconnaitre que cdte sélection se fait



dans ce cas aur des criteres plus subjedifs que dans I’ étude sur les arbres badériens, le nuage
de points ne cmportant pas de région dense bien marquée L’un des problemes majeurs de
notre gproche gpliquée al’arbre des archées est le nombre relativement faible d’ especes
complétement séquencées, qu présage, comme nous |I'avons naté plus tét, qua la fois la
reconstruction phylogénétique d les relations d orthologie inférées sont incertaines.

Comme nous I’ avons noté plus haut, aucune des famill es contenant principalement des
eucaryotes n'a éé retenue pou cette analyse. Nous ne nous attarderons dorc pas sur la partie

eucaryote del’ arbre.

2.3.3 Discussion

2.3.3.1 L’abondaredes transferts horizontaux chez les bactéries

La question ce savoir quelle est la quantité de genes ayant subi des transferts
horizontaux au cours de leur histoire est particuliérement compliquée aaborder. Notre éude
Sattache a une cdégorie trés particuliére de génes: il Sagit des genes affisamment
conserveés et ' ayant subi que tres peu de dugdicaions au cours de leur histoire. Dans ce cadre
trés restreint, nows pouvors identifier pres de 120 familles poss®dant une information
suffisamment congruente sur la phylogénie badérienne. Ces arbres représentent moins de la
moitié des arbres testés pour leur resemblance topdogique. Cependant, il est difficile
dinvoquer les transferts horizontaux plutbt que les artefads de reconstruction ou les
paraogies cachées pour expliquer cette majorité d’ arbres incongruents. Nous avons noté plus
haut que les arbres exclus de la partie dense du rnuage tendaient a cntenir moins d’ espéeces, ce
qui suggere que des problémes méthoddogiques peuvent constituer une expli cation suffisante

de cesincongruences, et qu'il faut faire atention ane pas sur-interpréter ces résultats.

Il reste que les grands phylums badériens ont facilement retrouvés par la méthode du
superarbre, méme sans faire de séledion sur la topdogie des arbres. Ceci suggere que
I’abondhance des transferts entre ces groupes n'est pas suffisante pou disoude leur
cohérence Ladifficulté que nous avons a résoudre les noeuds profonds est plus probablement

liée alaperte dusigna phylogénétique entre ces groupes qu’ a des transferts horizontaux.
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La méthocke telle que nows I’ avons employée doisie de représenter chagque famille par
un seul arbre, alors quil est possble que plusieurs arbres ne soient pas sgnificaivement
différents du pant de vue du critére phylogénétique cois (i.e, la longueur ou la
vraisemblance de I’arbre). Le choix de ne wmder que les ncauds utenus par un boastrap
supérieur a 50 % réduit ce probléme ai niveau ducodage de la matrice, mais pas au niveau de
la comparaison des arbres. Maheureusement, il est difficile de wmncevoir un seul indice qui

témoigne alafois des différences topdogiques entre abre @ du soutien de ces arbres.

2.3.3.2 Un consensus pou la phylogénie des bactéries ?

Un gand nanbre d éudes phylogénétiques basées sur les donrées génomiques
édhoent a domer des indications aur les relations de parenté eistant entre les grandes
divisions badériennes (voir sedion 2.J). Cependant, |’ analyse des résultats de deux méthodes
indépendantes, celle de mncaénation
(Brochier, et al., 2003 et de !
superarbre, permet d'identifier un P
Spirochetes

ceatan nambre d'informations

nouwlles ar la phylogénie des

B

badéries, les deux arbres é&ant

remarquablement semblables

B3
PR

(comparer par exemple lesfig. 2.22et

=]

2.25. Notamment, la payphylie des
badéries gram-pasitives est soutenue =

par les deux méthodes. Toutes deux D. radiodurans
propcsent également qu'il existe un

grand groupe monophylétique
. Fi. 2.25: phylogénie non racinée des bactéries basée
regroupant  les  cyanolectéries, gy |a oncaénation & 57 familles de protéines

Deinococcus, les gram-positives a impliquées dans la traduction des protéines. La
’ topologie est trés ssmblable a celle de lafig. 2.22 ant

haut G+C et les gram-positives a bas  les divisions « green sulfur » et « cytophagales » sont
. absentes. Extrait de Brochier, et al., 2002.

G+C (mycoplasmes compris) (sous
réserve que la radne ne soit dans aucun e ces groupes). De méme, la monoghylie des
protéobadéries est bien soutenue dans les deux méthodes. Ainsi, contrairement a ce que

suppcsaient Teichmann et Mitchison (Teichmann et Mitchison, 1999, il semble que des
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travaux utili sant I'information contenue dans les nombreuses familles de genes disporibles
aujourd hui puissent appater une nouvelle lumiére sur les liens de parenté entre les grandes
divisions et la phylogénie profonde des badéries.

Dans leur ré-évauation ce la position ce la radne dans la phylogénie des badéries
baséesur I’ ARN ribosomal, Brochier et Phili ppe (Brochier et Phili ppe, 2009 ont montré que
la radne pourrait se trouver dans la branche d’ un groupe @&z peu éudié de badéries, cdui
des planctomycétes. Du fait du faible nombre de séquences dispornibles pour ces organismes,
ils nt maheureusement absents a la fois de notre dude & de |’ éude de Brochier sur les
protéines concaténées (Brochier, et al., 2009. Cependant, il est remarquable que dans notre
étude égaement, les badéries hyperthermophiles n'aient pas non pus la paosition la plus
basale. Une augmentation ce la représentativité phylogénétique des donrées génomiques
devrait a relativement cours terme permettre d’édaircir ce point, nadamment gréace ala
méthocde de superarbre.

2.4 Simulations sur le modéle du super-arbre

La méthode de super-arbre semble montrer une certaine robuwstese aux transferts
horizontaux notamment du fait de la similitude entre les super-arbres construits avant et apres
séledion sur des critéres topdogiques. Il est intéressant cependant d’ évaluer dans quelle
mesure |les topdogies aberrantes affedent la reconstruction phylogénétique par cette méthocke.
Pour cefaire, nows avons testé la cgpadté de la méthode de MRP aretrouver I’ arbre vrai dans
diverses conditions de perturbation des « arbres de génes ».

2.4.1 Matériel et méthodes

2.4.1.1 Perturbations a simuler

Les arbres de genes peuvent ne pas représenter la phylogénie des espéces pou trois
principales raisons: |'existence de paralogies cachées, les artefads de remnstruction, et les
transferts horizontaux. D’un pant de vue topdogique, ces trois types d’ évenements ont les
mémes conséquences : le branchement d’une espéce ou dun groupe d’' espéces a une paosition
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erronée dans |’arbre. Nous avons donc déddé de simuler les perturbations diredement au

niveau topdogique.

2.4.1.2 Smulation des arbres de genes {

Les smulations ont éé ondutes sur la base de
deux arbres de références contenant chacun 32

especes, afin déuder I'influence de la forme de
I"arbre vrai sur la méthode de super-arbre. Le premier

AR

possede une topdogie parfaitement symétrique, et le
second ure topdogie asymétrique (Fig. 2.26) Fig. 2.26: Les deux types d arbres
«vras» dans les smulations.
. 3 o Chaaun contient 32 espéces. A

Etant donre un arbre de reférence, NOWs a&vons g che, I'arbre et dit « symétrique »
smulé soit 50, soit 100 «arbres de génes» par les €t adroite, « asymetrique »

étapes sivantes :

-des pertes de genes ont d’abord été simulées par suppresson aéatoire de branches (internes
ou externes). Les suppressons ont été faites de telle maniére que pour un jeu d’ arbres domé,
ladistribution des taill es it approximativement normale avec une variance constante. Aing,

nouws ne mnsidérerons comme variable que la moyenne de cdte distribution.

- deux types de perturbations ont été

d AA
séparément simulées, et sont déaites fig. g T4
2.27: le premier type de perturbation donre e e N
a dague branche la méme probabilité = -
d étre choisie @ déplacée an’importe quel TL: . gy —
endroit dans I'arbre. Nous |’ appellerons 1. —— °

) : R —L . — .
réarangement global. Ced correspondait a - e

des transferts horizontaux sans partenaires

préeférentiels. Par exemple, danslafig. 2.27, Fig. 2.27: Les deux types de réarangements
simulés: réarrangements globaux (a gauche) et

le déplacement de la branche soutenant locaux (3 draite).

(AA, AB) correspond a la simulation e

transferts de diff érentes especes ancestrales a |’ ancétre mmmun a AA et AB. Dans ce c&, le
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parametre retenu comme indice de la perturbation des arbres est le nombre de branches
déplacdes par espece présente dans |’ arbre.

Le secondtype de perturbations donre achaque branche la méme probabilit € d' étre choisie @
d’ étre déplacéede sa position a une position vdsine en traversant un nambre limité de noauds.
Nous I’ appell erons réarrangement locd. Ce type de réarrangement simule plus gpédfiquement
I’ échec des méthodes de phylogénie aretrouver I’ ordre de branchement correct des especes a
I"intérieur d’'un groupe, mais égaement des transferts horizontaux impliquant
préférentiellement des espéces voisines. Par exemple, dans la fig. 2.27, les perturbations
représentées smulent I'incgpadté de la méthode de recnstruction a retrouver la paosition
correcte du groupe (AC, AD) au sein dugroupe « A ». Ici, le paramétre retenu comme indice
de la perturbation des arbres est le nombre de branches traversées par espéce présente dans

|’arbre.

2.4.1.3 Comparaison entre arbres

Les paires d arbres de genes ont été comparées en uili sant I'indice de ressemblance
topdogique suivant (de méme que dans le chapitre précédent, les deux arbres & comparer sont

d abord réduits aux taxons qu'il s ont en communs) :

be
b.

Ou b; est le nombre de bipartitions communes aux deux arbres et by est le nombre total de
bipartitions. Cet indice varie dornc de 1 paur deux arbres identiques, a 0 pou deux arbres ne

posgdant aucune bipartition commune.

2.4.1.4 Calcul dessuper-arbres

Les super-arbres ont reconstruits a partir de 50 ou 100« arbres de genes ». Pour chaque
valeur du nanbre moyen d especes par arbre (noté sp dans les figures), 500super-arbres ont

reconstruits aur une gamme ontinue du parameétre de perturbation (noté tr dans les figures).
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2.4.2 Résultats et discussion

Les résultats des sSmulations sont présentés dans les figures 2.28et 2.29.

Pour fadliter la représentation des résultats, les paramétres ont été regroupés en
clases. Ainsi, en abscise des graphes, les résultats ont regroupés par intervales de la
moyenne de la taill e des arbres sSmulés. De méme, les moyennes des indices de perturbation

ont été regroupés en classes.

D’une maniéere générale on olserve, comme on pounat s'y attendre, d’ une part que les
arbres contenant beaucoup d’ espéces permettent plus fadl ement de retrouver laréférence a32
especes; d'autre part que plus on uilise d'arbres, plus on a de dance de retrouver la
topdogie de référence (les smil arités pour les super-arbres basés aur 100 arbres nt toujours
supérieures a celles basées aur 50 arbres) ; et enfin que plus les arbres ont perturbés, plusiil
est difficile de retrouver la référence. Ces trois effets ont cumulatifs. Cependant, |I'on vat
gue les effets de lataill e des arbres et des perturbations peuvent étre compensés par la prise en

compte d' untres grand nanbre d’ arbres.

Il est intéressant de noter qu'il existe une forte sensibilit € de la méthode ala forme de

I”arbre de référence : les arbres asymétriques sont beaucoup pus difficiles aretrouver.
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Fig. 2.28: Résultats des réarangements globaux. Les graphes présentent la moyenne des simili tudes
topologique (indice 1) entre le superarbre reconstruit et I'arbre vrai pour différents paramétres de
perturbation (moyenne(transfert/sp/arbre) noté tr) et de nombres moyens d’ espéces dans les « arbres
de genes » (sp). Les résultats ont présentés pour des tests utilisant 50 (A et C) ou 100(B et D)
« arbres de genes » simulés sur labase d’ « arbres vrais » symétriques (A et B) ou asymétriques (C et
D).
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2.4.2.1 Réarrangements globalx

La méhode de super-arbre montre une robustesse intéressante au taux de transferts.
Par exemple, en utilisant 50 arbres contenant en moyenne 16 a 21 especes (16 < sp < 21),
méme avec des perturbations supérieures a un transfert pour quatre espéces (0,26< tr < 0,52),
plus de 95 % des bipartitions de |’ arbre de référence sont systématiquement retrouvées. Si
I’on uilise 100 arbres, ce diffre est proche de 100 %. Dans la dasse de taille d'arbre
inférieure (12< sp < 16), I’on vat qu au méme niveau de perturbation, le passage de 50a 100
arbres permet de faire passer le pourcentage de bipartiti ons corredes de moins de 90 % a plus
de 95 %.

Les différences de résultats de la méhode en fonction de la topdogie de I'arbre de
référence ne sont véritablement visibles que lorsque les taux de transferts sont élevés. Pour les
arbres asymeétriques, la méthode MRP donre des résultats tres comparables lorsgue les taux
de perturbation sont tres forts (tr > 0,52) quels que soient le nombre ¢ la taill e des arbres.
Dans de tels cas, il semble complétement vain de tenter de reconstruire la topdogie de

référence.

2.4.2.2 Réarrangements locaux

De méme que pour les réarrangements globaux, la méhode et assez résistante aux
réarangements locaux. Il faut simuler plus d’un transfert pour deux especes pour que, avec
des taill es d'arbres raisonnables (12 < sp < 16 par exemple), la méthode ne retrouve pas
I”arbre de référence achaque fois. Il est particulierement notable que, méme avec des taux de
réarangement supérieurs a 1, la méthode peut retrouver plus de 90 % des bipartitions s les
arbres nt suffisamment grands et nombreux (100arbres, 21< sp < 24).

La sensibilité as nambre d’ especes dans les arbres utili sés est ici plus marquée que
dans les réarrangements globaux. Ced peut probablement s expliquer par le fait que pou des
arbres dans lesquels beaucoup despéces ont été supprimées, méme les réarangements locaux

correspordent a des différences profondes du pant de vue phylogénétique.
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Fig. 2.29: Résultats des réarrangements locaux. Les graphes présentent la moyenne des simili tudes
topologique (indice 1) entre le superarbre reconstruit et I’arbre vrai pour différents paramétres de
perturbation (moyenne(transfert/sp/arbre) naté tr) et de nombres moyens d’ especes dans les « arbres
de génes» (sp). Les résultats sont présentés pour des tests utilisant 50 (A et C) ou 100(B et D)
« arbres de genes » simulés sur labase d’ « arbres vrais » symétriques (A et B) ou asymétriques (C et
D).
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yenne

similitude_ mo'

2.4.2.3 Relation avecla similit ude des arbres de génes

La fig. 2.30 montre la décroissance de la similitude moyenne entre les «arbres de
genes » en fonction dutaux de perturbation des arbres. La décroissance observéedépend a la
fois de la forme de I’arbre, du nanbre d espéces présentes dans les arbres et du mode de
perturbation. Par exemple, |I'indice moyen de similit ude topdogique semble ére toujours au
moins |égerement supérieur dans les arbres a 18 especes, en comparaison des arbres a 32
espéces. Ceci est particulierement marquant pour les arbres asymétriques subissant des
réarangements globaux : trés peu de réarrangements (de I’ ordre de 0,05 transfert/sp/arbre)
suffisent afaire chuter la similit ude moyenne des arbres contenant 32 especes a moins de 0,3,
cependant que le méme taux de réarangement ne fait tomber qu’a 0,6 la similit ude moyenne
des arbres a 18 especes. Ced peut s expliquer par le fait que les arbres a 18 espéces peuvent
montrer des échantill onnages taxonamiques diff érents et lorsque les especes ayant subli un
transfert ne sont pas communes aux deux arbres comparés, le réarrangement ne diminue pas la
similitude entre les arbres. Ainsi, du fait de cdte dépendance a1 nanbre d’ especes dans les
arbres, onpeut s attendre acequ'il n’existe pas de relation smple entre la similit ude observée
entre les arbres et la probabilit é de recnstruire le bon arbre par la méthode. Cependant, les
grosses différences entre les courbes de similitude rrespordent, au moins pou les
réarangements globaux, a des taux de transferts ou la méhode MRP retrouve presque

toujours le bon arbre (voir fig. 2.28. Il est particuliérement remarquable de cnstater que

N 1N
1
n -
" - — = asymétrique, 18 sp
— — — asymétrique, 18 sp o | \‘ \ asymétiique., 32 sp
081 - osyrr?eanue, 325p 5 08 \\ symétrique 18 sp
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Fig. 2.30: Décroissance observéede I’indice de similitude topologique entre abres avec le degré de
perturbation des arbres (moyenne(transfert/sp/arbre) noté tr dans les figures précédentes) pour le
réarrangements globaux (gauche) et locaux (droite) et pour différents types d arbres.
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pou les réarrangements globaux, on peut reconstruire le bonarbre azec une grande efficaadté

méme arec des arbres ayant une similit ude moyenne inférieure ao,2.

Le ca des réarrangements locaux est assez semblable de cepaint de vue. Cependant,
la probabilit € de reconstruire le bon arbre décroit plus rapidement en fonction e la similit ude
entre les « arbres de genes » : on olbserve une faible tendance ane pas retrouver le bon arbre,
avec des « arbres de genes » ayant poutant des smilit udes entre aux de I’ ordre de 0,3-0,4 et
ce en paticulier lorsque I'arbre de référence et asymétrique (fig. 230). Ced est
particuli erement intéressant car ce mode de réarrangement est probablement plus réali ste que
les réarangements globaux. Par exemple, pou revenir a la problématique de I'arbre des
procaryotes, il est probable que les transferts % font plus fréguemment dans la nature entre
badéries ou entre achées plutdt qu entre ces deux domaines. De cefait, lorsgue I’ on compare
les arbres, cetaines bipartitions qui correspordent par exemple a la bipartition
archées/badéries ont retrouvées dans presque tous les arbres. 1l peut donc exister entre les
arbres une « similit ude basale », quasiment indépendante du taux de transfert, uniquement due
au fait que les transferts s font locdement dans |’arbre. On peut donc envisager que méme
avecdes smilit udes moyennes relativement fortes entre « arbres de génes », laméthode MRP

édholwe aretrouver certaines branches.

2.4.2.4 Réalisme des smulations

Comme toutes expériences de simulation, cdles décrites ici souffrent d’un manque de
rédisme. Nous avons d’'abord considéré que les transferts horizontaux pouvaient concerner
toutes les especes avec la méme probabilité. Il semble au contraire que, dans la nature,
cetaines espéces ient plus aptes que d'autres a intégrer de I'’ADN étranger dans leur
génome. De méme, dans les cas des réarangements locaux, censés smuler également un
cetain nanbre d'artefacts de reconstruction phylogénétique, on conreit trés bien des cas
d espéces dort une grande partie des genes subisent des taux d’ évolution important, ce qui
rend leur branchement dans les arbres trés aéatoires. Enfin, nows avons largement considéré
gue les transferts ne se faisaient pas entre partenaires préférentiels. Les réarangements locaux
modélisent un cas particulier de ce phénomeéne (le cas d' échanges préférentiels entre especes
proches), mais ne permettent pas d’ étudier les cas ou les échanges < font plus fréquemment

entre des especes €l oignées dans |’ arbre mais partageant un méme habitat.
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Cependant, de méme que certains résultats de ces smulations peuvent paraitre triviaux
(«il vaut mieux, pou remnstruire un super-arbre, disposer de beaucoup darbres peu
perturbés et contenant beaucoup d’ espéces que I'inverse»), I’on peut d avance prédire que
I'impad de ces phénomeénes est forcément important. Mais le plus problématique est
certainement I’ existence de transferts impliquant préférentiellement certaines espéces. De ce
fait, il est important de tenter de limiter ce phénomene dans les donrées. Par exemple, les
transferts systématiques entre espéces peuvent parfois étre identifiés comme dans le c& des
eucaryotes et des a-protéobactéries, ou encore des bactéries et archées hyperthermophiles. Il
apparait donc souhaitable, comme nouws I'avons fait précéemment, d enlever les familles
correspordantes ou dumoins les génes concernés.

En cequi concerne les espéces sibissant des taux d’ évolution forts, il est passble que
la méthode puisse S en acommoder, dans la mesure ou certaines précautions ont prises au
niveau des arbres de genes. Il est évident que s la plupart des arbres contiennent un
regroupement de deux especes en rédité non apparentées, le super-arbre aura tendance ales
place ensemble. Mais les artefads de renstruction sont spédfiques des genes, et de
I’ échantill onrege @nsidéré. Or, dans une gproche de super-arbre, ou pr définition les
édhantill onnages taxonamiques peuvent étre variables d’ un arbre al’ autre, il est probable que
les regroupements artefaduel s systématiques d’ espéces dient relativement rares et en tout cas
minoritaires face aix regroupements légitimes (une espece ayant un taux d’ évolution fort aura
tendance ase grouper avec une aitre espece é&oluant rapidement, mais qui poura ére
différente d’'un arbre al’autre). Cette spéculation est difficile atester par des smulations.
Cependant, I’ application aux donrées est plutét rassurante de cepaint de vue. Par exemple,
les espéces du groupe des mycoplasmes ont connues pour avoir des taux d’ évolution trés
forts (Woesg, et al., 1989, qui les placent trés uvent a la base des bactéries auss bien dans
les arbres basés aur des genes uniques (Gupta, 1998h Klenk, et al., 1999 gu avec des
approches multi-genes (Teichmann et Mitchison, 1999 Hansmann et Martin, 200Q Lin et
Gerstein, 2000. Cependant, elles % positionrent dans le super-arbre avec les autres badéries

gram-positives a bas G+C, cequi semble &re leur vraie place(Woesg, et al., 1989.

89



2.4.2.5 Avantages et inconvénients de la méthode de super-arbre

Aingi, il semble que les propriétés de la méhode MRP soient plutét bonres, dans la
mesure ou elle est capable de retrouver tres efficacement le bon arbre a partir d'un jeu
d arbres perturbés de maniére non haisée. Le adage en ure matrice de parcimonie permet de
concentrer toute I'information phylogénétique en un nanbre restreint de cradéres
informatifs. De ce fait, elle présente de grands avantages par rapport aux autres méthodes de
super-arbres basées aur la combinaison darbres a quatre espéces (quartets), pusqu elle
permet d obtenir un résultat rapidement. En effet, la décompaosition en quertets de cantaines
d arbres puis leur combinaison en un super-arbre pose des problémes agorithmiques
complexes qui ne sont solubles qu avec des temps de cdcul importants (Bryant et Sted,
2001).

Comme nous |I'avons naté plus tét, la méthode de MRP ne permet pas de prendre en
compte le fait que plusieurs topdogies puisent ére quasiment équiprobables pou un
alignement. Si le seuil des valeurs de boastrap évite de prendre en compte des regroupements
non significaifs, il ignore par la méme occasion ure information qie les méhodes de
concaénation pouraient, elles, mettre aprofit : si certains ncauds ne sont résolus (n'ont pas
un suppat supérieur a 50 %) dans aucun des arbres, le super-arbre ne @rtiendra aicune
information sur ces noauds alors que la méthode de mncaénation pourait théoriquement le
faire. C' est typiguement ce qui se produt lorsque, par exemple, I’on reconstruit e super-arbre
correspordant au jeu de 23 genes de Brown, et al., 2001 (résultats non pésentés): s la
topdogie obtenue par MRP est tres smblable a cdle obtenue par la méthode de
concaénation, ell e présente, contrairement alafig. 2.1 unsoutien tres faible pou les noauds

profonds.

La question ce savoir ce qui, de la méthode de mncaténation des fquences ou des
méthodes de super-arbre, est le mieux adapté pour la reconstruction phylogénétique basée sur
les guences reste cependant complexe. D’une part, on considere souvent que le signal
phylogénétique de deux alignements bruités peut émerger apres leur concaénation, et il est
vrai que les arbres basés sur des concaténats de genes présentent souvent une bome
résolution. Cependant, il semble que |’on pusse par cette méthode trouver des arbres faux (du
moins du pant de vue des auteurs) trés bien soutenus (cf. naamment Brown, et al., 2001)).
D’autre part, méme dans une gproche plus rigoureuse ou les alignements ont choisis en
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fonction destopdogies qu’ils soutiennent (Brochier, et al., 2002 Matte-Tallli ez, et al., 2002,
le concaénat de séquences soutient un arbre tres différent de caux qui ont déterminé le choix
des genes a mncaténer. En effet, dans les ACP, les paints représentant les concaénats des
familles identifiées comme n’ayant pas aubi de transferts sont souvent éloignés du nwege de
point de ces mémes familles prises individuellement. Ced suggere que les méthodes de
reconstruction phylogénétique disporibles aduellement sont incgpables de prendre en compte
la diversité des modalités d’ évolution ces différents genes. Dans le méme esprit, Bapteste et
al. (Bapteste, et al., 2002 ont montré qu'il était préférable, dans une gproche de maximum
de vraisemblance, de cnsidérer les génes un a un dutdt que mncaénés et de maximiser la
somme des vraisemblances des alignements plutét que la vraisemblance de I’ alignement
concaéné. Ainsi, dans |’approche par ACP, il serait intéressant non s d étudier le
concaténat des familles n'ayant pas abi de transfert, mais d'identifier les topdogies
resporsables de ces regroupements en tragant le cercle des corrélations.

2.5 Tentative d'amélioration des criteres de sélection des genes a

concaténer

Le point de savoir comment choisir les domées a prendre en compte pou la
reconstruction phylogénétique a éé longuement discuté dans le débat oppasant les partisans
de la prise ex compte simultanée de toutes les domées dispornibles, morphdogiques et
moléaulaires, pou résoudre un probleme phylogénétique («total evidence») et ceux d'un
traitement indépendant des domées. Si la cmbinaison des domées a souvent montré une
bonre cgadté de résolution des arbres, cette gproche suppse que les méhodes
phylogénétiques nt consistantes, c'est-adire qu elles tendent vers |’arbre vrai quand la
quantité de donrées augmente. Cependant, plusieurs travaux suggerent que les méthodes de
reconstruction re sont pas consistantes lorsque les domées combinées ont hétérogenes et
insistent sur la nécessté de ne mmbiner que des donrées congruentes (Cunningham, 1997h
Cunningham, 199%).
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251 Letest ILD («Incongruence Length Difference»)

Outre le critere propcsé par Brochier et al. 2001 pou déterminer quels alignements
soutiennent des arbres smblables, d autres tests de amngruence des donrées ont été propcsés,
dort le plus représentatif est certainement le test d’'ILD (pour «lIncongruence Length
Difference») lié ala méthode de parcimonie (Farris, et al., 1999. Ce test a d’abord été
propcsé pou quantifier les conflits qui peuvent exister entre des donrées de sources
diff érentes comme des domées de séquences de différents compartiments cdlulaires (noyau
ou aganites), des domées de poymorphismes (RFLP, RAPD..)), ou encore des traits

morphdogiques. Appliqué aux alignements

de séquences, ce test pourait constituer un

r'd outil intéressant pou déeder les
W dignements portant des informations
T2 T1
Lo || aberrantes par rapport aux autres.

Nous alons détaill er rapidement le

l principe de cette méthode: soient deux
W matrices de caadéres. Chaaune de ces
73 _ _
L3 matrices peut donrer un ou pusieurs arbres
optimisant le aitére de parcimonie, ¢’ est-&
ILD =L3-(L1+L2) dire nécesstant dinférer le minimum

d évenements évolutifs. Ainsi, a la matrice
gja\%slzést);ul;e principe du test ILD. Voir détails 1 correspond unensemble d arbres T1 qu

ont tous lalongueur minimale L1. De méme

pou la matrice 2. Si ces deux matrices
soutiennent au moins une topdogie en commun, le oncaténat des deux soutient un ensemble
d arbres T3 qu correspondal’intersedion ce T1 et T2, et dort lalongueur L3 est égale ala
sommede L1 et L2 (Fig. 2.31). Faris et al. (19%) définissent I'indice d'I LD comme la
différence entre la longueur de I'arbre construit a partir de la matrice oncaénée (L3) et la
somme des longueurs des arbres construit a partir des matrices initiales (L1 et L2). L'ILD
est nulle s les matrices ont congruentes, et paositive sinon. Cet indice peut aors étre
interprété cmme le nombre d événements évolutifs supdémentaires que I'incompatibilit &
des deux matrices nécesste d'inférer. L’indice ILD correspond dom a un nambre
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d évenements évolutifs inférés, et sonimportance est relative alataill e des matrices. Farris et
al. (Farris, et al., 1999 propcsent donc un test statistique qui consiste arépartir al éatoirement

les stes présents dans les deux matrices en deux nouwelles matrices de méme taill e. Cette

étape, renouwelée un certain nambre de fois, permet d obtenir une distribution des valeurs

d'ILD sous I’hypothése de congruence des deux matrices. Le positionnement de la valeur

d' ILD rédle dans cette distribution permet de savoir si les matrices ot significaivement

incongruentes.

A Empirical Data (This Study)

100 Combining
congruent data ===

80
Combining

60 incongruent data ==,

Codon Positions
Il 1st+ 2nd
A 3rdonly
Q 1st+3rd
@ 2nd +3rd
ry

40

% Recovery of Correct Tree

0 500 1000 1500
Size of Subsampled Data Partition
(100 Replicates)

B simulated Data (Bull et al. 1993)
Accurate Data —~——

100

50% Accurate
50% Inaccurate -

Inaccurate Data
T

% Recovery of Correct Tree

VO 500 1000
Number of Characters
Fig. 2.32: I'effet de la combinaison de
donrées s les rewnstructions
phylogénétiques, ou faut-il préférer la
qualité ala quantité des domées. A la
fois les tests empiriques (A) et les
simulations (B) montrent que la prise
en compte de toutes les domées
disponibles n'est pas une solution et
guil faut rechercher les données
congruentes. Extrait de Cunningham,

1997b

Ce test a é&é agpliqué a de nombreux
problémes phylogénétiques (Lecointre, et al., 1998
Dolphin, et al., 200Q Yoder, et al., 2001 Brown, et
al., 2002 et plusieurs auteurs on tenté d' évaluer sa
sensibilité a différents fadeurs, a la fois ar des
donrées réelles et simulées. Il a ansi été montré que
la prise en compte de la @mngruence des donrées a
concaéner pouvait fortement améliorer les résultats
(Cunningham, 1997k Cunningham, 19974) et que le
test ILD constituait 1’une des meill eures méthodes
pou cda (Cunningham, 1997a). Cependant, plusieurs
défauts de ce test ont é&é pointés, comme sa
sensibilité a la différence de taille des matrices
comparées et notamment sa tendance asurestimer la
conguence lorsqu' une des deux matrices est trés
supérieure a l'autre en taille (Dowton et Austin,
2002. D’autre part, I'on sait égaement que la
conguence des domées n'est pas nécessairement
synonyme d augmentation du pouva de résolution

ca des jeux de donrées peu résolutifs peuvent étre

conguents entre aix (Cunningham, 1997h). Récemment, Darlu et Lecointre (Darlu et

Lecointre, 2002 ont testé la sensibilité du test a différents parametres d'évolution des

séquences. Ils montrent notamment que le test ILD est sensible al’ hétérogénéité des taux

d évolution entre sites et au nambre de sites dans les matrices. Particuli érement, lorsque les

matrices contiennent peu de caradéres et que les taux d évolution sont hétérogenes, le test a

tendance atrouver les matrices congruentes méme lorsqu' ell es ne le sont pas.
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Comme le note Cunningham (Cunningham, 19970, les propriétés sur lesquelles
repose le test ILD ne sont pas propres a la parcimonie d I’on peut en théorie |’ é&endre aux
autres méthodes de reconstruction phylogénétique. Notamment, les méthodes de distance
utilisant le aitere d’'évolution minimum, comme le Neighba-Joining (NJ) ou BIONJ
(Gascuel, 1997 minimisent, de méme que la parcimonie, le critere «taille de I’ arbre ». Nous
avons dorc expérimenté, en collaboration avec Marina Zelwer, I'extension e cetest a
I” algorithme de BIONJ (Gascuel, 1997.

2.5.2 Adapation de!’lLD aux méthodes de distance

Le test ILD est basé sur plusieurs propriétés qu'il convient d’ essayer de conserver pour

|’ extension aux méthodes de distance

Comme nows I'avons vu précédemment, le test d’'ILD suppcse I'additivité des
événements évolutifs entre les arbres. Ceci suppcse que caque caadere d une matrice
possede le méme poids quelle que soit |a matrice dans laquelle il se trouve. La plupart des
méthodes de mrredion ke distances donrent des poids difféérents a une substitution selon
gu elle se trouve dans un environnement contenant beaucoup ou gu de substitutions. Cette
propriété pose un probléme quant au critére d’ additi vité puisque la substitution aura un pads
différent dans I’alignement d'origine, dans I’alignement concaéné d@ dans chacun des
alignements produts aléaoirement. Nous avons dornc choisi d' utili ser la divergence observée
entre oupes de séquences, qu permet de nserver la propriété d’ additivité aux erreurs
d arronds pres. Il pourait ensuite &re intéressant d’ éendre cdte dude ades méthodes de

distances permettant de mnserver (ou ce ne pas trop violer) cette propriété.

La longueur des arbres doit étre exprimée @ nombre de substitutions. Pour exprimer
la taill e des arbres de distances en ces termes, nows avons ©mMmé la longueur des branches
puis multiplié par le nombre de sites présents dans |’alignement. Cette méthode pose le
probléme des arronds aur la taille des arbres et les valeurs d’'ILD car contrairement a la
méthode de parcimonie, les longueurs des branches ne sont pas exprimées en entiers. Nous
avons considéré pou les smulations présentéesici que les valeurs d’'ILD sont diff érentes de
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I"ILD initidle (ILDo) lorsqu ell es diff érent de plus de 0,2 % de la somme des taill es des arbres

initi aux.

Comme dans le test ILD, nare test (ILD-BIONJ) compare le nombre de pas dans les
arbres les plus courts construits a partir des donrées séparées a ceux obtenus avec les donrées
combinées et réparties aléaoirement en deux aignements de tailles identiques aux

ali gnements de départ.

Pour chague éape, I'indice d’ LD peut étre cadculé:

ILD=L -ZL;

Ou L représente lataill e de I’ arbre le plus court construit a partir de la matrice mwncaénée &
>L; représente la somme des taill es des arbres. Pour chaque jeu de donrées smulées, 1000
ré-échantill onnages ort été dfedués. L' hypathése de mngruence peut étre rejetée ai risque
de 5% lorsque I'indice de départ ILDy est supérieur a 95 % des valeurs isales des ré

édhantill onrages (ILDy).

Pour tester les performances de notre méthode @ pouvadr la comparer a I’ILD, nows avons

utili sé le méme protocol e de test que Darlu et Lecointre (Darlu et Lemintre, 20039.

2.5.3 Simulations

Pour reproduire les condtions de test de Darlu et Lecointre (20Q2), nous avons utili sé le
programme PAML développé par Yang (1997) pou simuler chaque dignement de huit
sequences nucl éotidiques en faisant varier les parametres suivants :

- Laforme des arbres peut étre symétrique (SY M) ou asymétrique (ASYM) (fig. 2.33.

- Les taux d'évolution peuvent suivre une horloge moléallaire (CER pou « Constant
Evolutionary Rate») ou Hen varier d'un facteur 3 dune branche al'autre (VER pou
«Variable Evolutionary Rate ») (fig 3.33).

- Les fquences smulées peuvent avoir une longueur de 100 rucléotides ou de 1000

nucléotides.
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- Le taux d’'évolution s peut prendre les SYMMETRIC (SYM) ASYMMETRIC (ASYM)

ValeUI'S 0’02- O,l- 0,2 et 0,4. Un taux TIT2T3T4T5T6 T7 T8 TIT2T3 T4 T5T67T7 T8

) 2 . . ) CONSTANT
d évolution ce 0,02 représente de I’ ordre EVOLUTIONARY

L . RATE (CER)
de deux substitutions pour 100 sites par

branche, tandis quun taux de 0,4 78 TS5 78

corresponda environ 40substitutions. VARIABLE T2 T3
EVOLUTIONARY 711

RATE (VER)

F1G. 1.—Symmetric (SYM) and asymmetric (ASYM) simulated
trees according to constant (CER) or variable (VER) evolutionary rate.
Long and short branch lengths are in the ratio of three when the evo-

entre sites peUt étre nule (Ce qU| lutionary rate is variable (VER).

- L’hétérogénéité des taux d évolution

corresponda un paramétre de loi Gamma
Fig. 2.33: Les différents arbres aur lesguels sont
simulées les séquences. Extrait de Darlu et

paramétre o = 1,2 (hétérogénéité  Leintre (2002

infini) ou varier selon ure loi Gamma de

relativement faible), a = 0,6 (hétérogénéité moyenne) ou a = 0,06 (hétérogénéité extréme).

Chaque valeur présentée dans les tableaux correspond a 500 simulations
indépendantes utili sant les mémes paramétres de simulation.

Pour permettre une bonre comparaison entre les deux méhodes, nows avons
paralélement effedué les tests ILD (en utilisant PAUP* 4.0b10 et ILD-BIONJ sur les
mémes donrées smulées. Les résultats des tests ILD sont remarquablement semblables a
ceux obtenus par Darlu et Lemintre (Darlu et Lecointre, 2002 sauf dans de rares cas (voir

|égende des tableaux).

254 Résultatset discussion

Les tableaux 2.2, 2.3et 2.4 montrent les résultats des tests dans différentes condtions
ou les donrées sSmulées ont congruentes entre dles, et permettent donc d' évaluer le risque
de rejeter I'’hypothése de congruence des donrées lorsqu elle est vraie (risque de premiere
espe). Le tableau 2.2 montre les résultats des tests ILD et ILD-BIONJ pour des paires
d aignements smulés dans des condtions identiques (topdogies, hétérogénéité des taux
d évolution..). Dans ces conditions, les deux tests ne donrent des résultats erronés que dans
moins de 5 % des cas quels que soient les parametres utili sés. Ainsi, que les arbres ient

symétriques ou non, ge les taux dévolution soient constants ou non, I&térogenes ou
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homogenes et quelle que soit |a longueur de I'alignement, les tests ont assez fiables s les

donrées ont évolué de maniére identique.

HOM HET 0=0.6 HET 0=0.06
SYM*SYM ASYM*ASYM SYM*SYM ASYM*ASYM SYM*SYM ASYM*ASYM
L=100 L=1000 L=100 L=1000 L=100 L=1000 L=100 L=1000 L=100 L=1000 L=100 L =1000
CER s=002 (10)28 (0)0 (1430 (06)02 (1.4)24 (280 (06)44 (34)10 (16)34 (0)0 (06)46 (20)0
010 (18)04 (00 (1816 (0)0 (2446 (28)04 (2848 (3010 (2412 (00 (3020 (240
s=020 (24)04 (0)0 (20014 (080 (3430 (28)04 (1426 (28)08 (2404 (00 (3222 (340
s=040 (42)04 ()0 (2810 (420 (26)34 (520 (32)30 (44)04 (26)20 (02)0 (44)36 (38)0
VER s=002 (0.6)20 (040 (06)16 (0.8)0 (12)24 (16)02 (1.8)28 (28)16 (0.8)28 (1.0)02 (0414 (22)0
s=010 (26)08 (0)0 (16)1.8 (1.0)0 (22)40 (44)02 (2830 (34)12 (1812 (040 (22)34 (28)0
s=020 (26)02 (0)0 (18)12 (26)0 (30)62 (26)02 (10)28 (42)02 (20)06 (120 (1426 (420
s=040 (3204 (02)0 (3206 (46)0 (26)42 (340 (36)38 (2802 (30)1.2 (26)0 (46)16 (300

Tableau 2.2: Résultats des test ILD-BIONJ (en gras) et ILD (entre parenthéses) pou des ali gnements
simulés dans des conditions identiques. Les chiffres indiquent la proportion (%) des simulations
(n=500) condusant a un rejet de I"hypothése de mngruence etre les données. Les résultats sont
donrés en fonction des topologies (SY M=symétrique ; ASY M=asymétrique), des taux de substitution
(s), dela variabilité des taux d évolution entre branches (CER=taux constants ; VER=taux variables),
de I’ hétérogénéité entre site des taux de substitution (HOM=homogeénes ; HET=heterogénes slon une
loi gamma de paramétre a=0,6 oua=0,06), et de la longueur des alignements smulés (L=100 ou
L=1000.

Dans lestableaux 2.3 et 2.4, sont comparés les comportements des deux tests dans des
condtions ou les arbres nt congruents, mais ou les condtions d’'évolution des fquences
sont diff érentes. Les deux tests montrent une @&z bonre robustese ala variation des taux
d évolution entre les branches des arbres comparés (tableau 2.3), avec peut-étre un faible
avantage au test ILD-BIONJ qui semble rgjeter | hypothése de mngruence des arbres moins
souvent lorsque les $quences smulées ot courtes ou lorsque I hétérogénéité entre les taux
d évolution est extréme (0=0.06). Il est a noter que, dans ce cas, magré naotre volonté de
suivre le méme protocol e que Darlu et Lecointre (20@2), nos n’avons pas réuss a reprodure
les résultats obtenus par le test ILD dans quatres stuations (marquées par un *). Dans ces
condtions, Darlu et Lemintre (2002 trouvaient des taux de réporses erronées supérieurs a
10%.
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ASYM

s=0.02

s=0.10

s=0.20
s=0.40
s=0.02
s=0.10
s=0.20
s=0.40

HOM

HET 0=0.6

HET a=0.06

CER*VER

L =100
(0218
(4214
(64038
(6.6) 1.6
(18)32
(4.0)32
(5.6) 2.6
(6.0) 3.2

L=1000 L=100

020
0.0)0
0.0)0
020

(1.4)0.2

(0.2%) 0.6

(22%) 14

(126) 1.6

CER*VER

CER*VER

L=1000 L =100

(1L0)26 (040 (1.0)36

(@428 (040 (30)54

(4820 (040 (3440

(40)08 (2290 (2242

(10)32 (34)08 (L2)48

(4240 (34%)14 (22)46

(54)26 (66)06 (1.0)24

(48)42 (70016 (4.4)40

L = 1000
(4.4)0.4
48)0
(5.2 06
(7.00
(4.0) 4.0
(30)1.2
(56) 1.4
(7.4) 1.0

Tableau 2.3: Résultats des test ILD-BIONJ (en gras) et ILD (entre parentheses) pou des ali gnements
simulés dans des conditions identiques, sauf pour la mnstance des taux d évolution entre branches de
I"arbre (CER/VER). Les chiffres indiquent la proportion (%) des simulations (n=500) conduisant a un
rejet de |I’hypothése de mngruence atre les donrees. Les astérisques (*) montrent les cas ou ncs
résultats et ceux de Darlu et Leaintre (20@2) présentent de fortes différences pour I'ILD.

Les deux tests montrent également des taux d erreur assez faibles lorsque I'on

compare des jeux de donrées smulés en uili sant des parametres de loi Gamma diff érents

(tableau 2.4, sauf dans le ca ou la différence est extréme (HOM*HETa=0.06). Dans ce cas,

alafoisletest ILD et ILD-BIONJ sont incapables de prédire de maniéere fiable si des jeux de

donrées de 100 rucléotides ont congruents. Cependant, lorsque les alignements smulés ont
plus long (L = 1000), la prédiction est sensiblement améliorée pou le test ILD-BIONJ,

contrairement a cequ’ on olserve pou letest ILD.

CER s=0.02
s=0.10
s=0.20
s=0.40

VER s=0.02
s=0.10
s=0.20
s=0.40

HOM* HET(a=0.6)

HOM* HET(a=0.06)

L =100
(1.0) 2.6
(4.0)2.2
(34) 1.0
(34) 1.0
(0.8) 2.0
(36) 1.6
(40)18
(30) 1.0

SYM

L = 1000
©0
©0
©0
00

040
0.4)0
0.2)0
(16)0

ASYM
L =100 L = 1000
(0.6) 3.6 (2.4) 04
(30)2.0 (30)0
(4.0) 2.4 (620
(36) 1.2 (44)0
(1.2)36 (2.0)0.2
(5.0)2.6 (4.6)0
(4.0) 16 (6.2)0
(30) 1.4 (5.4) 0

SYM
L =100 L = 1000
(42638 (280

(47.0) 49.2 (316) 0

(37.5) 48.0 (406) 0

(9.2) 236 (312)0
(4.8)538 (6.6)0

(438) 44.2 (46.8) 0

(352)452  (57.2)02

(8.8) 206 (318)0

ASYM
L =100 L = 1000
(38)64 (17.8) 36

(208)180  (69.0)11.0

(156)126  (612)4.0
(6.8)6.8 (21.4)0
(4470 (8220

(334)288  (596) 4.4

(238)17.0  (408)06
(54)5.6 (9.2 04

Tableau 2.4: Résultats des test ILD-BIONJ (en gras) et ILD (entre parentheses) pou des ali gnements
simulés dans des conditions identiques, sauf pour |’ hétérogénéité des taux d' évolution entre sites
(HOM/HET). Les chiffres indiquent la proportion (%) des simulations (n=500) conduisant a un rejet
de I’ hypothése de amngruence entre les données.
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Le dernier tableau (tableau 25) montre les résultats des tests pour la cmparaison e
donrées smulées a partir d’ arbres différents. Ces comparaisons permettent donc d’ avoir une
idéede latendance des tests a prédire que les donrées nt congruentes lorsgu’ ell es ne le sont
pas (risque de deuxieme espece). |l est a noter que les arbres a partir desquels les domées ont
été smulées nt trés différents ce qui constitue un cas d’'incongruence particuli erement
sévére. Méme dans ce cas, I’on remarque que s les alignements nt courts, les taux de
prédiction ce I’incongruence des donrées sort relativement faibles et dépendent fortement de
I” hétérogénéité des taux d’ évolution et dans une moindre mesure de leur variabilit € le long des
branches. La situation est nettement amélioréesi |es alignements considérés sont plus long (L

= 1000 et lavariabilit é des taux d évolution riest pas extréme.

HOM HET 0=1.2 HET 0=0.6 HET 0=0.06
SYM*ASYM SYM*ASYM SYM*ASYM SYM*ASYM
L=100 L=1000 L=100 L=1000 L=100 L=1000 L=100 L =1000
CER =002 (202)34.2 (100100 (168)28.6 (10099.8 (160)29.4 (100100 (6.0)14.8 (924)96.0
=010 (77.0)840 (100100 (620)78.0 (100100 (50.4)67.0 (100100 (5.0)7.6 (60.2) 718
$=0.20 (77.6)91.6 (100100 (59.6)79.4 (100100 (426)62.2 (100100 (56)80 (514)44.8
$=040 (560)78.2 (100100 (442)68.0 (100100 (384)53.8 (100100 (6.6)9.6 (618)55.0
VER s=002 (644)716 (100100 (550)67.0 (100100 (288)60.2 (100100 (180)32.6 (100) 100
$=0.10 (998)99.6 (100100 (96:6)97.6 (100100 (87.8)92.4 (100100 (6.6)13.0 (83.0)89.2
s=020 (982)99.8 (100100 (888)95.4 (100100 (762)87.0 (100100 (6.2)10.6 (830)80.8
$=040 (782)944 (100100 (726)84.8 (100100 (616)74.2 (100100 (9.4)12.4 (934)90.4

Tableau 2.5: Résultats des test ILD-BIONJ (en gras) et ILD (entre parenthéses) pou des ali gnements
simulés dans des conditions identiques, sauf pour la topologie de I'arbre apartir duquel les domées
sont simulées. Les chiffres indiquent la proportion (%) des ssimulations (n=500) conduisant a un rejet
de I’ hypathése de amngruence entre les donrées.

Ainsi, alafoislesrisques de premier et de second ordre sont trés comparables pour les
méthodes ILD et ILD-BIONJ. Les smulations suggérent que les résultats de ces tests ont
asez fiables § la longueur des séquences est suffisante @ s |"hétérogénéité des taux
d évolution entre sites n’est pas trop grande. Le test ILD-BIONJ, semble globalement étre
|égerement moins ensible notamment au parameétre longueur des alignements puisgue tout en
montrant des risques de premier ordre cmparables pour les alignements courts (tableaux 2.2,
2.3et 2.4; L = 100), il regette systématiquement plus ouvent I hypothése de congruence sur

les donrées smulées avecdes arbres diff érents (tableau 2.5; L = 100).

Le test ILD-BIONJ pourait dorc ére une bonre dternative au test ILD puisqu'il est
beaucoup pus rapide @ permet tout auss efficacement de trouver les alignements congruents,

tout en augmentant légérement sa capacité adéteder les alignements incongruents. Le test
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ILD-BIONJ permet dornc d’envisager des tests a treés grande échelle. Ced pourrait étre trés
utile dans une gproche de détedion des stes de recombinaison au sein des alignements, ou
certaines méthodes propasent de tester la mngruence entre tous les fragments candidats d’un

alignement partitionneé (Zelwer, manuscrit en préparation).

La mise en pratique de e test dans la problématique de la détedion des genes
potentiellement utiles alarésolution ce la phylogénie des badéries est plus problématique. En
effet, aux échelles de temps qu'il faut alors considérer, une méthode basée sur la divergence
observée des ®quences est probablement sujette a de nombreux artefads. Ceci pose le
probléme d’ gjouter a la méthode des corrections telles que cdl es utili sées classquement par
les méthodes de distances. Nous avons dit plus haut que la plupart des méthodes n’ étaient
probablement pas appropriées du fait qu' une substitution est considéréediff éremment selonle
contexte dans lequel elle se trouve. Ce probléme se pose particuliérement lors des ré-
édhantill onrages, ce qui peut complétement fausser le test. Il reste aimaginer une mesure de
distance qui prenne en compte cdte mntrainte. On pourait imaginer d' appliquer des modeles
d évolution dutype de ceux utili sés en parcimonie comme la parcimonie sur les transversions
ou rHimporte quel mode de pordération des différentes substitutions. Cependant, ces
méthodes étant également utili sables en parcimonie, il reste aprouwver dans quelle mesure le

test ILD-BIONJ serait dans ce cas unréel progres par rappat al’ILD.
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3 Chapitre3: L’analyseintrinseque des genomes

3.1 Introduction : le gene dansle génome

La génomique est encore parfois définie mmme la science qui permet de déoouvrir a
grande échell e des génes que la génétique édioue atrouver. Cependant, bien que ce aspect ne
soit pas négligeable, I'objet de la génomique et, comme son nan lindique, plus
spédfiquement I’ é&tude de niveaux d’ organisation supérieurs a ceui du géne. Bien plus qu'un
chapelet de génes, le chromosome, et particuli érement cdui des procaryotes, est en effet une
structure mmplexe qui nécesste d’ étre stockée dans un espace réduit, répliquée fidelement,
transcrite parfois de maniére intensive ai niveau de ses phases ouvertes de ledure, tout cdale
plus Duvent simultanément. Viennent s gjouter a ces contraintes d’ autres mécanismes comme
la traduction, qu, chez les procaryotes, se fait de maniere cncomitante ala transcription, la
recombinaison qu modifie I’ordre des genes ou permet I'insertion de séquences étrangeres
etc... Le geéne fait dorc partie d'une structure intégrée dort il subit les contraintes et les
pressons de sélection. Aingi, I’ étude de I’ évolution dugene d’une part, et du génome d’ autre

part, sont difficilement disociables.

225 _ Les procaryotes nt un modée de
20 diversité au niveau de la compasition en bases du
757 ] génome. Si chague espece montre une relative
7 7ol homogénéité du contenu en G+C de ses genes, les
E 121: T 1 comparai sons entre espéces révelent une disparité
s - impressonrante.  Ainsi, il  existe des
5 1 I mycoplasmes dort le contenu en G+C du génome
251 est de 25 %, et des Micrococcus pou qui il peut

o

20 3|0 4Iu ”50 &0 '.flo a0 atteindre jUS:]U’é 75 % (Flg 31) Plusieurs

GCtot

Fig. 3.1: Distribution du taux de G+C hypatheses ort tenté dexpliquer ces variations

global (GCtot) dans 224 genres bactériens  gr |a base de pressons de séledion, mais aucune
(d'apres les données de Galtier et Lobry, ) )
1997 ne semble avoir résisté al’analyse des domées.
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Le taux de G+C des organismes procaryotes emble n’'étre crrélé ni a leur température
optimale de aoissance (Galtier et Lobry, 1997, ni a la vitesse de réplication du génome
(Mira, et al., 200). Une possble relation avec la vie a@obie a €€ suggérée (Naya, et al.,
2002. Cette hétérogénéité est plus généralement interprétée omme le fruit de pressons de
mutations diredionnelles différentes (Sueoka, 1992, c'est-a-dire de biais de substitutions
spédfiques de dhague espece modeéré par la sélection régative. Si elle est plus faible que cdte
variation interspédfique, I’ hétérogénéité que montrent les genes d’un génome est loin d étre
négligeable (voir par exemple I’ hétérogénéité du G+C3 d Escherichia coli présentéfig. 1.17).
Chaaun des mécanismes mentionnés plus haut a un impad dired ou indired sur I’ évolution
du génome @ des génes. Nous alons voir brievement comment ces diff érents procesaus
fagonrent |’ organisation, la composition et I’évolution des génes et du génome. Nous nous
attarderons un peu plus longuement sur le mécanisme de la réplicaion dor la mnnaissance
sera utile pou la cmpréhension des résultats présentés.

3.1.1 Laréplication

Pour lamajorité des badéries connues, le génome se mpose d’ un chromosome unique
et circulaire. Certaines peuvent possader d autres mini-chromosomes ou dasmides, |a plupart

oric du temps eux auss circulaires. Cette « régle » souffre
1< cependant de nombreuses exceptions comme par
exemple dans le ca de la badérie pathogéne Borrelia
burgdorferi dort le ciromosome est linéare @ qui
posede plusieurs plasmides qui peuvent étre
circulaires ou linédres (Fraser, et al., 1997. Nous
allons nous intéresser plus gpédfiqguement au modéle

de la réplication dun chromosome drculaire

badérien, étudié notamment chez E. coli et B.

Fig. 3.2: La réplicaion chez E. coli.
La réplication sinitie a1 niveau de
I’origine de réplication (OriC) de

maniére bidirectionrelle et se termine ) -
au niveau de la région duterminus. Le Le dhromosome, chez E. coli et B. subtilis est

brin ‘drect est répliqué de maniée  ranjiqué de maniére bidirectionrelle a partir d'une
continue dors que le brin retardé est epig par

répliqué par fragments d’environ 2kb  origine de réplication unque, et les chromosomes
(fragments d’ Okazaki).

subtilis.

fréres résultants ont ségrégés dans les deux moiti és
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oppaées de la cdlule en dvision (fig. 3.2. La réplication des deux brins d’ ADN est
asymétrique : I'un des brins (le brin dred) est répliqué de maniére ontinue & |’ autre (le brin
retardé) subit une réplication dscontinue par petits fragments (les fragments d’ Okazaki).
Cette asymétrie est probablement a I’ origine d'une différence de composition des deux brins
que I’on retrouwve chez un grand nambre d’ especes: les genes codés sur le brin dred ont
tendance aétre plusrichesen G gu en C, et de maniére un peu moins perceptible, plus riches
enT quenA. Lesraisons de cebiais sont encore discutées (Francino et Ochman, 1997 Frank
et Lobry, 1999 bien que la plupart des auteurs sacarde sur le fait que la désamination des
cytosines méthylées peut jouer un role dans ce biais. Ce phénomene pourait étre lié ala
réplicaion du génome ouet a la transcription des genes. Dans le cas d'un Hais lié ala
réplication, I’on pense e effet que le brin direct, qu sert de matrice ala réplicaion du bin
retardé et plus ouvent al’ éat simple brin dufait de la réplicaion dscontinue en fragments
d Okazaki et serait dorc plus ®nsible ala transformation sportanée de la cytosine méthylée
en thymine. Ce phénoméne aurait pour conséquence de dépléter le brin drect en C et de
I’ enrichir en T. Cependant, ce modéle prédit un bais universel entre brin drect et brin retardé
et il reste donc aexpliquer pourqua certaines badéries, comme Synecchocystis, ne présentent
pas de biais. L’ asymétrie des brins n’ affede pas directement le taux de G+C des genes, mais a
un impad important sur leur usage du code d, de maniere plus urprenante sur leur
compaosition en addes aminés (Rocha, et al., 19990 ! Chez certaines especes, comme B.
burgdorferi et Chlamydia trachomatis, le biais résultant est si fort qu'il permet de prédire de
maniéere presque certaine sur quel brin est codé un gene (Mclnerney, 1999.

Des observations récentes montrent que, contrairement a ce qui est souvent représente,
la macdinerie de réplication re se déplace pas le long du chromosome, mais que le
chromosome pass atravers une «usine de réplication» («replication fadory ») fixée al
niveau du pan de divison ¢ la celule (Sawitzke @ Austin, 200). Selon ce modéle,
réplication et ségrégation des chromosomes < font de maniere wncomitante. Les études de
microscopie par fluorescence montrent que durant la réplication, les deux nouwelles origines
de réplicaion s éoignent rapidement chaaune vers un pde dela cdlule (fig. 3.3A). Le moteur
de cetropisme est encore inconnu. Il a é&é propcsé gquun ensemble de protéines non
identifiées pouraient jouer un réle analogue aux protéines mitotiques (Sawitzke @ Austin,
2007, mais d autres auteurs propcsent plus smplement que les mécanismes combinés de la

transcription et de la traduction ce proténes membranaires et de la translocation pouraient,
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Fig. 3.3: A: Le modéle de «replication
factory » : Le complexe de réplication est
fixé au plan de division delacellule, et le
chromosome pase a travers, les deux
chromosomes  nenasynthétisés  oont
segréges en méme temps. B : Le modéle
de réplication en oignon. D’aprés
Sawitzke @ Austin, 2001modifié.

2002).

en ancrant le diromosome ala membrane, jouer ce
réle. Ce modéle a éé nommé transertion (voir
revue dans Woldringh, 2003.

Dans les cdlules en phase de aoissance
exporentielle, il a &€& montré que I'origine de
réplicaion pouwit se trouver présente en plusieurs
copies, ce qui suggere que dans ces condtions,
I"initiation dune nouwele phase de réplicaion
n'attend pes la fin de la précé&ente (fig. 3.3B).
Cette réplication en «oignon» semble s accorder
as¥z bien avec le modédle de la «replication
fadory » (Sawitzke d@ Austin, 2002 Woldringh,

Le modéle de la « replication fadtory » permet d’ expliquer d’ autres phénomeénes dort

cdui des inversions symétriques par rapport a l’origine @ au terminus de réplicaion, decrit

par Eisen et al. (Eisen, et al., 2000 (fig. 3.4). Lorsque |I’on dace sur un gaphique la pasition

Inversion Inversion

el around by around
terminus (*) origin (*)
mmon
a
\an

Inversion
around
. origin (7}

around
terminus (%) .

Fig. 3.4: Modée des inversions de génome. Le

d un athoogue d' une espéce bactérienne en
fonction de sa position dans une epece
presque
systématiquement un graphe en forme de X,

proche, on ohtient
# dort le pant d'intersedion est I’origine ou
N le terminus de réplication (selon sa pasition
. sur les axes). Ce X révéle que la plupart des
N réarangements dans les génomes badériens
se font de maniere ace que cague gene
conserve sa distance a l'origine € au
terminus. Lareprésentation des « dot-plots »

d Escherichia coli K12 avec les deux

modéle montre un éveénement de spéciation (entre
A et B) suivi d'inversions autour de I’ origine et
duterminus. L’ évolution duprofile de dot-plot au
fil de ces événements est montré. Extrait de
Eisen, et al., 2000
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Salmonella, et des deux Salmonella entre
elles illustre bien ce fait (fig. 3.9: On

constate une petite inversion autour de



o 508 it o 50 e I’origine de réplication entre E.
X 408 - X g0 i coli et S enterica et une autre
i) i) R T 2R
g 0 I o : inversion, cette fois autour du
S 2086 - S o206 . A _ _
o) o \ terminus entre E. coli et S
§ 1066 15" - § 1,086 '/ e s r
B w et typhimurium. La @mparaison
0,0 2,0E6 4,0E6 00 2,0E6 4,0E6
Salmonella enterica Salmonella typhimurium des deux Salmonella permet de
c situer ces évenements dans le
5 5086 . —
= 1 T . .
2 aoe 7. SN temps : aucune inversion Ma al
Z ] AL ) R
S ooes | */* gl lieu dans labranche menant a E.
S 2006 1 o .
g Lors /\\ ol coli et chaaune des Salmonella
g o L a indépendamment subi une
00 2,0E6 4,0E6 . .
inversion.
Fig. 3.5: Dot-plot des génomes d'E. cali, S. enterica et S Pluseurs  explicaions

typhymurium. Le groupe des Salmonella étant monoplylétique, _
on peut déduire qu’une inversion a e lieu autour du terminus ~ ont été proposées dort certaines
danslalignéede S enterica (fléche noire) et qu' une aitre a @

lieu autour de I’ origine chez S. typhimurium (fléche dlaire). invogient  des  avantages

sdedifs a @nserver
uniquement ce type de réarrangements. S'il est vrai qu' une inversion riincluant pas I’ origine
ou le terminus de réplication aura pour conséquence une interversion des brins directs et
indireds et probablement des taux d'évolutions tres forts pou les genes concernés, la
«replication factory » permet d expliquer ce phénomeéne plus smplement par la proximité
des deux fourches de réplication symétriques, qu favorise la probabilit € d’ une recombinaison

non hanologue.

La terminaison ce la réplicaion se fait chez E. coli et B. subtilis au niveau dun site
placé gproximativement a 180° ce I’ origine. Comparativement al’initiation ce laréplication,
le phénomene de terminaison a éé &z peu éudié, jusqu a réecenment ou dusieurs travaux
ont montré que réplication et division cdlulaire se faisaient simultanément et ou le réle du
terminus dans les étapes finales de la division a €é suggéré (Perals, et al., 2001 Capiaux, et
al., 200). La réplication podut au mieux deux chromosomes entremélés appelés
«caénats» («cdenates» en anglais), au pire, un dmere de diromosomes (deux
chromosomes liés de maniere wvalente) si un événement de recombinaison hanologue aeu
lieu entre les deux brins d’une méme fourche (Lewis, 200J). Larésolution des caénats < fait

par I’action dune topasomérase (TopolV chez E. coli). Le probléme des diméres de
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Fig. 3.6:

A +—

Catenated
MIOnOners

RipX CodV

SpalllE?

XerClVEFsK

activation

Yy
._/

Résolutions des dimeéres

(gauche) et des caénats (droite) de
chromosomes chez E. coli. Voir détails
dansletexte. Extrait de Lewis, 2001

chromosomes est plus complexe d |’absence de
résolution povoqle de graves difficultés de
ségrégation. L’adion dune recombinase
(XerCD) dans la région du terminus et de la
protéine FtsK (dort le réle dans la division
cdlulare et par alleurs bien conny est
esentielle au bon @éroulement de cdte dape. Le
site dif est un site d'adion péférentielle de la
topdsomérase TopolV et est absolument
nécessaire |’ action de la recombinase XerCD (fig.
3.6). Il semble dorc important que les fourches de
réplication se rencontrent au niveau de cesite. Il
existe, chez E. coli et B. subtilis, un ensemble de

séquences appelées ter situées de part et d autre

de dif dort lafonction est de favoriser 1a rencontre des fourches de réplication a proximité de

ce site. Les fquences ter constituent les stes de fixation ce la protéine Tus (RTP chez B.

subtilis), dort la fonction est d’ empédher le passage de I’ hélicase précédant le cmplexe de

réplication (DnaB), et ce de maniere pdaire, c' est-a-dire qu elle laise entrer les fourches

dans larégion dusite dif sans entrave, mais blogue le passage d' une fourche s éoignant de ce

Anticlock-
wise fork

Fig 3.7: Les chromosomes de B. subtilis (gauche) et E. coli
(droite). L’origine ains que les différents sites ter connus sont

oriC

— Y

STer region

! Clockwise

fork

Chromosome

site (voir Fig. 3.7). Aingi, s
pour une raison ou une aitre,

I'une des fourches est en

E. coli retard sur |'autre, cete

derniére ne poura pas
dépaser la zone de
O ATE I terminaison. L’ensemble des
sites ter forme dorc, chez E.

coli et B. subtilis un pége

représentés par des chiffresromainsou par deslettres. L’ orientation  pou une fourche de
des sites ter symbadlise lapdarité de leur action. Chez B. subtilis par Lo . .
exemple, lessites VI, VIl et IV laissent passer lafourche progressant ~ feplication  qu, ure fois

dans les ®ns des aiguilles d’une montre, mais les sites|, 111 et V la

entrée dans cete zone ne

bloguent. Extrait de Wake, 197 (pour B. subtilis) et Mulugu, et al.,
2001 (pour E. coli).

peut ni avancer ni reculer.

Cette fourche reste donc arétée jusqu a I’arrivée de I'autre fourche ¢ la terminaison ¢k la

réplicaion. Nous reviendrons un peu plus tard sur ce point.
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3.1.2 L’expresson : transcription et traduction

Comme je I'ai déa souligné, la transcription des génes en ARN messagers et la
réplicaion se font smultanément, ndamment pendant les phases de aoissance Il en résulte
des contraintes suppdémentaires quant a |’organisation du chromosome. Par exemple, le
coup age transcription/traduction/translocaion ancre le chromosome ala membrane ai niveau
des génes codant pou des protéines membranaires ou excrétées, et le subdvise en ure
quarantaine de domaines indépendants du pant de vue de leurs contraintes topdogiques
(Woldringh, et al., 1995. Il est ainsi possble que ce type de facteur influence la dispasition
des genes aur le diromosome. D’ autres caradéristiques comme le taux d’expresson peuvent
fagonrer I’organisation du gnome, comme dez Bacillus subtilis ou les génes fortement
exprimés emblent étre regroupés a proximité de I’ origine de réplication (Kunst, et al., 1997.
L’ explication peut en étre un effet de dosage, dufait de la présence d’un dus grand nambre
de wpies des génes liés a I'origine pendant la réplicdion, ou ue aaptation a la

compartimentation céaite dans le modéle de « replication fadory ».

On aremargué que chez la plupart des badéries, les genes ont tendance aétre mdés de
mani ére prédominante sur le brin dred. Cela peut aler d un léger excés, comme chez E. coli
chez qui 55 % des génes ont sur le brin dred, a un kais trés important comme cez B.
subtilis ou Mycoplasma genitalium (respedivement 75 % et 80 %) (Rocha, et al., 19991). Le
biais d’ orientation des génes pourait ére du a une presson ce séledion pou éviter les
collisions frontales entre I’ ADN- et I’ ARN-poymérase. La transcription éant, al’instar de la
réplicaion, un pocesus asymétrique, il a éé suggéré que I’asymétrie de composition des
brins déaite plus haut pouwait également avoir son origine dans un bais mutationel lié ala
transcription additionné au hiais d orientation des génes (Francino et Ochman, 1997.
Cependant, les genes les plus fortement exprimés ne montrent pas d’ asymétrie de cmpasition

plus marquég ce qui semble en contradiction avecce modéle (Rocha, et al., 19991).

L’ usage des codors est fortement biaisé dans les genes dort le taux d’ expresson est
fort chez de nombreuses espéces bactériennes, et correspond aux ARN de transfert les plus
abondants dans la cellule (Ikemura, 1981 Gouy et Gautier, 1982 Bulmer, 1987 Kanaya, et
al., 1999. Ced suggere que ces genes subissent une presson ce séledion liée alatraduction,
pou augmenter la probabilité de rencontrer I’ARNt correspordant aux codors a traduire.
Cette adaptation peut s’ interpréter soit en terme de rapidité de la traduction (le ribasome passe
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moins de temps a atendre le bon ARNt s'il est abondant), soit en terme de fidéité (le
ribosome cargera moins ouvent un acide aminé aroné s'il trouve rapidement I’ ARNt
approprié). Ainsi, I'existence de cette séledion traductionelle suggére |’ existence de deux
classes de genes, I'une dort I’ utili sation des codors erait principalement déterminée par les
biais mutationrels gpédfiques de I’ organisme nsidéré (les genes peu exprimes), et I’ autre
dort I'usage du code serait contraint par la disponbilité des ARNt (les genes fortement
exprimés) (Ikemura, 1981 Gouy et Gautier, 1982. Kurland et collaborateurs (Anderson et
Kurland, 1990 Berg et Kurland, 1997 ont montré que cdte derniére dasse de genes
correspordait plus gédfiquement aux genes fortement exprimés pendant la phase
exporentielle de aoissance. D’autre part, Lobry et Gautier (Lobry et Gautier, 1999 ont
montré que pour certains genes fortement exprimés, méme I’ usage des addes aminés pouvait
étre adapté aux ARNLt les plus fréquents dans la cdlule. Cependant, il a &€ montré que de
nombreux fadeurs autres que les biais mutationrels et la séledion traductionrelle telle que
nouws |I’avons définie avaient une influence sur I’ usage du code des genes. Aing, il existe un
lien entre la structure secondaire d’ une protéine € |’ usage du code du gene @rrespondant, les
protéines ayant un pocesaus de repliement lent semblant utiliser préférentiellement des
codorsrares (Thanarg et Argos, 1996; Thanarg et Argos, 19961 et le biais d’ usage du code
varie entre le début et lafin d un gene (Eyre-Walker et Bulmer, 1993.

3.1.3 Autrescontraintes

Les génomes différent également au niveau de leur composition en mots (¢ est-a-dire en
oligonucléotides). Karlin et al., (Karlin et Burge, 1995 Karlin et Mrazek, 1997 Karlin, et al.,
1997 Karlin, 1998 Karlin, et al., 1998 Karlin, 200} ont par exemple montré que dhague
génome pouvait étre cradérise par une signature liée ala fréquence des différents
oligonucléotides possbles. Par exemple, le dinucleotide CG est plutét sur-représenté chez les
protéobadéries des groupes a et 3, mais est fortement sous-représenté chez la plupart des
autres bactéries et archées. Les raisons de ces différences ont encore mal connues. Karlin et
al. (Karlin, et al., 1997 propcsent qu'il existe des biais de mutations contextuels diff érents
dans les espéces ou encore des contraintes dructurales liées a la flexibilit &€ des diff érents
dinucléotides. De maniére intéressante, la discrimination entre especes < fait d’ autant mieux

gue les mots considérés nt longs. Certains mots longs et notamment les mots
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palindromiques ont évités dans de nombreux génomes, probablement du fait que cetype de

mots est souvent la dble des enzymes de restriction (Rocha, et al., 2001)).

Une aitre cradéristique importante des génomes est leur contenu en séguences
répétées ne crrespordant pas a des genes dupiqués. En effet, les répétitions de séquences de
plus de 25 nicléotides ot tres fortement sur-représentées dans certains génomes bactériens
et archéens par rapport a ce que I’on attend par hasard (Rocha, et al., 199%; Achaz, et al.,
2002. Ces répétitions, formant des stes potentiels de recombinaison intra-chromosomigque
ont un impad fort sur la dynamique du ggnome. La recmbinaison entre répétitions diredes
provoqle des délétions ou des dugicaions des régions présentes entre les répétitions alors
gue la recombinaison entre répétiti ons inversées condut a des inversions. Certains génomes,
comme par exemple chez Mycoplasma genitalium et M. pneumoniae, pcssdent un forte
densité de répétitions dans certaines régions du génome € il a &é proposé qu ell es pouraient
constituer un mécanisme de production de nowelles formes de protéines de surface pour
édhapper aux défenses immunitaires de I'’héte (Rocha @ Blanchard, 2003. Dans le méme
ordre d'idées, les génes impliqués dans la réporse au stress chez E. coli présentent des
densités importantes de répétitions courtes en tandem qui pourraient permettre (ou étre la
trace) des événements de formation de nouveaux all eles dans des environnements changeants
(Rocha, et al., 2002.

3.2 Lastructuration du GC3 et destaux d’évolution.

Comme nous venors de le voir, la séquence d’ un gene est contrainte a différents
niveaux, qu peuvent étre directement ou indirectement liés a sa fonction (produt, expresson)
ou ben résulter de cntraintes a des niveaux d’organisation supérieur au géene (réplication,
mutation et maintien de I'intégrité du chromosome). Cependant, la superposition des
diff érents biais fait qu'ils peuvent étre difficiles a identifier chez certains organismes. Il n’est
pas exclus que d autres biais encore ignorés puissent jouer un role. Par exemple, Sharp et al.
(Sharp, et al., 1989 ont montré que le taux d'évolution des genes a proximité de I’ origine de
réplicaion était approximativement deux fois moins élevé que pou les genes a proximité du
terminus de réplicaion. Ced suggere que la locdisation sur le chromosome est une source
potentielle de différences dans le processus mutationnel affectant les genes, et donc une

éventuell e sourcede biais de amposition.
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Un catain nambre d’ études (Deschavanne d Fili pski, 1995 Guindonet Perriere, 2001
suggéerent que dez E. coli, la compasition des génes en troisieme paosition des codors varie
en relation avec la proximité du terminus de réplicaion. Jai donc complété et éendu cette

analyse a48 génomes badériens et 11 génomes archéens.

3.2.1 Matériel et Méthodes

3.2.1.1 Calcul des courbes de valeurs cumul ées.

Les génomes complets et leurs annaations ont éé etraits de la base de donrées
EMGLIib (Perriere, et al., 200@). Apres sledion des quences codantes contenant plus de
150 nueléotides, nows avons calculé I'indice d’ adaptation ducode (CAI) (Sharp et Li, 1987 et
la fréquence de nucléotides G+C en troisiéme paosition des codors (G+C3) pou chaaun des

genes. Le cdcul du CAl sefait aveclaformule suivante :

In(CAl) = i finw.

Ou f; est la fréguencerelative du codoni dansle géne @ w; est le rappart entre la fréquencee
du codoni et la fréguence du codon synonyme majeur pou |I’adde aniné cnsidéré, ce

rappart ayant été estimé dans un ensemble de génes de réference

Comme le cdcul du CAI nécesste une table de référence, nows avons choisi de baser
ce indice sur des genes hautement exprimés. Nous avons dorc a chaque fois utilisé les
protéines ribosomiques comme référence ar ces genes ont connws pour étre fortement
exprimés chez les organismes unicdlulaires comme les procaryotes (Srivastava d
Schlessnger, 1990. Un indice de CAl devé indiquera dnsi une grande richesse du ¢ene en
codors optimaux. Pour chaaun ce ces génes, nows avons ensuite cdculé les valeurs de ces
parametres centrées aur la moyenne (que nows noterons CAlc et G+C3c) afin de tracer la
somme aimuléede ces valeurs le long dugénome. Cette méthode permet d’intégrer et donc

d amplifier fortement les variations de ces parametres le long du génome. Ainsi, une portion
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de la curbe présentant par exemple une pente positive témoignera d’ une zone du génome
relativement homogene ou le paramétre considéré est supérieur ala moyenre.

Lorsque la position ce I’origine @ du terminus de réplication re sont pas disponibles
dans les annaations du génome mplet, nows les avons déterminées en uilisant le
programme Oril oc (Frank et Lobry, 2000.

L’amplitude de la courbe des valeurs cumulées dépend ck plusieurs fadeurs dont
essentiellement le nombre de génes, la variance aitour de la moyenne é la structuration des
valeurs du paramétre @nsidéré. Pour un génome domé, I'amplitude de la ourbe est
maximale s les genes nt complétement ordomés. Pour tester le significativité de cdte
structuration, nows avons smulé 1000 adres de génes aéaoires et ains déduit une
distribution ce I’'amplitude atendue sous I’ hypaothése d'une répartition aléaoire des génes le
long des chromosomes. La valeur de I’amplitude observée en comparaison e cete
distribution permet de mnreitre le niveau de significativité de la structuration olservée.

De méme, nows avons testé pour certains génomes la structuration des taux de G+C

des régions intergéni ques.

3.2.1.2 Calcul dela dvergence entre séquences.

Les indices de Ks (taux de substitution synonyme) et de Ka (taux de substitution non
synonyme) (Li, et al., 1985 ont é&é cdculés pour I’ensemble des genes ayant conservé leur
position relativement a I'origine @ au terminus de réplication dans plusieurs paires de
génomes. Les génes homologues entre paires de génomes proches ont été identifiés en
utilisant le logiciel BLASTP2 (Altschul, et al., 1997. Seules les protéines montant une E-
vaue inférieure & 10%° sont considérées. Les squences nucléiques correspondantes nt
ensuite dignées en fonction ce I’alignement protéique de maniére a onserver le cadre de
lecdure dans la cmparaison des codors. Le Ka d le Ks nt ensuite calculés en uili sant les
programmes JaDis (Goncdves, et al., 1999 et PAML (Yang, 1997 pou vérification.

113



Pour étudier |’ effet de la position dun géne par rapport a l’origine & au terminus de
réplication sur son taux d’'évolution, il est important de ne prendre en compte que des génes
ayant conservé leur position. Pour cefaire, nows avons utili sé la technique de daot-plot déaite
par Eisen et al. (Eisen, et al., 2000, qu consiste amontrer sur un graphique la position des
genes considérés comme homologues dans les deux génomes (voir Fig. 34). Il existe
plusieurs paires d especes proches pou lesquelles les génomes ont éé mmplétement
séquenceés, par exemple dez les enterobactéries, et dans les genres Listeria, Neisseria,
Rickettsia,
Pyrococcus, Sulfolobus et Thermoplasma. Cependant, dans certaines de ces paires de

Helicobacter, Chlamydia, Mycobacterium, Mycoplasma, Streptococcus,
génomes, |I'ordre des génes est s ma conservé quil est imposshle guil existe une
conservation ce la distance al’origine depuis I’ancétre commun. Un cas limite est constitué
par la mmparaison des génomes de Streptococcus pneumoniae et S. pyogenes présentée fig.
3.8.Si la murbe de mrrespondance des paositions des génes dans ces deux génomes forme une
croix encore visible autour du terminus de réplication, cdle-ci est si brouillée quil est
difficile d’ établir un critéere de choix pou les genes ayant eff ectivement conservé leur paosition
au sein des deux génomes. Pour certaines paires de génomes, il est impossble de cnsidérer
que I’ ordre des génes a gardé quaque cesoit de I’ancé&re commun aux deux espéces. C'est le
cas notamment Mycobacterium tuberculosis et M. leprae, et Sulfolobus solfataricus et S

tokodaii.

pots A A I'inverse, parmi les autres génomes disponibles,

e | cetains ont s proches phylogénétiquement que leurs

1:'.-'.‘:-{;-;5’ S genes nt presque cmpletement identiques au niveau

1566
1286 1 »

1066 4, nucléique, ce qui pose probleme pour |[’'anayse

7585 1 ealane

ofeke o, ot e
5065 L0, . " . RIS

2585 14 -« e

Streptococcus pneumoniae (pb)

Streptococcus pyogenes (pb)

Fig. 3.8: Dot-plot du génome de
Sreptococcus pneumoniae contre
cdui de S pyogenes. Le terminus
de replication est au centre du
graphe (I’origine  du graphe
correspond a l'origine  de
réplication). Un trés grand nambre
d'inversions s sont produites.

statistique. C'est le ca notamment des deux souches de
Sreptococcus  pneumoniae et de Escherichia coli
O157:H7. Seulement huit paires restent donc exploitables
pou cette anayse: Salmonella/Escherichia, Escherichia
K12/Escherichia O157:H7, Listeria monocytogenes/L.
innocua, Neisseria meningitidis souche A/N. meningitidis
souche B, Rickettsia prowazekii/R.conorii, Helicobacter
pylori JOYH. pylori 26695, Chlamydia trachomatis/ C.
muridarum et Pyrococcus abyssi/P. horikoshi. Pour la

paire Salmonella/Escherichia, il existe de nombreuses possbilit és puisgue trois ouches d'E.
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coli et deux souches de Salmonella sont disporibles. Cependant, les résultats obtenus ont

identiques quell e que soit la paire cnsidérée
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Pages précédentes : Fig. 3.9: Graphes cumulés des valeurs centrées de G+C3 (G+C3c en nar) et de
CAl (CAlc en clair) pou certains des génomes bactériens testés. L’ origine de réplication, quand elle
est conrue, correspondgénéralement au pdant 0 en absciss. Le terminus de réplication est indiqué par
une barre verticale. Pour Mesorhizobium et Deinococcus, un redangle noir représente les plasmides
qui se sont probablement récanment insérés dans le cromosome. Les deux derniers génomes
(Rickettsia conorii et Borrelia burgdorferi) ne sont pas significativement structurés.
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Pages précédentes : Fig. 3.10: Graphes cumulés des valeurs centrées de G+C3 (G+C3c en noir) et de
CAI (CAlc en clair) pou les génomes archéens testés. L’ origine de réplicaion, quand elle est connue,
et par déduction le terminus de réplication (voir texte) sont indiqués par une barre verticale.
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3.2.2 Réaultats

3.2.2.1 Lastructuration dutaux de G+C en troisiéme position des codors

Les résultats de I'analyse de la structuration des taux de G+C3, CAl sont présentés
dans le tableau 3.1¢€t lesfig. 3.9et 3.10. La plupart des génomes montrent une structuration
fortement significaive de leurs taux de G+C3 et du CAl (voir tableau 31). C'est le cas de 42
des génomes bactériens et de la totalité des génomes archéens analysés. Ainsi, d une maniere
générale d contrairement a cequi est suppacsé d’ ordinaire dhez les procaryotes, le contenu en
G+C dun gene n'est pas indépendant de sa position dans le génome. Ced est
particulierement marquant pou cetaines badéries dort la structuration dutaux de G+C
semble tres clairement étre en relation avec la distance du gene al’origine € au terminus. 1l
existe cgoendant de nombreux génomes pou lesquels la structuration re suit pas un pofil
auss clair et suggere la présence de nombreux fragments relativement homogenes au niveau
de leur contenu en G+C. Un petit nombre d'espéces ne montre pas de structuration

significaive dutaux de G+C lelong de leur génome.

Etant donrée la fréguence des génomes bactériens montrant une structuration
significative (44/48 & p < 5.10°), les quelques espéces non structurées (Buchnera sp. APS
Rickdtsia conarii, Borrelia burgdaferi et Aquifex aeolicus, voir Tableau 3.1) apparaissent
comme des exceptions. Il est intéressant de noter que trois d’ entre dles (Buchnera sp. APS R.
conaii et B. burgdarferi) sont des parasites intracdl ulaires obligatoires, ce qui confere aleur
génome un mode d’ évolution tres particulier du fait du relachement d’un certain nambre de
pressons adaptatives (Moran, 1996. De ce fait, ces badéries ont un génome globa ement
riche en A+T et ont subi de fortes réductions de la taill e de leur génome. Mais I’ existence de
tres fortes dructurations chez des espéces telle que les chlamydiades ou encore les
Mycoplasma, parasites dont I'histoire est tres analogue, interdisent d'y voir la seule
explicaion pou une dsence de structuration. On peut cependant concevoir que dans le
procesaus aléatoire qui a conddt a la réduction ce leurs génomes, ces badéries aient perdu
des génes ou des fonctions qui sont responsables de la structuration chez d’ autres espéces.
Ainsi, chaaune de ces especes montreraient une asence de structuration pou des raisons
indépendantes.
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Phylum

| Noms d espéces

| Gene #| Meanc.cs | Streica| Strear | Terasr

Bacteria
Bacillus halodurans 3950 42,1  +++| +++ n
Bacillus subtilis 4052 43,6] +++| +++ y
Saphyl ococcus aureus 2638 23,0 +++| +++ y
Sreptococcus pneumoniae 2015 35,6 +++| +++ y
Sreptococcus pyogenes 1682 31,7 ++ | +++ n
) Clostridium acetobutylicum 3651 21,3]  A++| +++ y
= | basG+C [Lactococcus lactis subsp. lactis 2257 25,6] +++| +++ n
§_ Listeria innocua 2969 28,9 +++| +++ y
% Listeria monocytogenes 2849 30,0 +++| +++ y
3 Mycoplasma genitalium 466 23,3  +++| +++ n
Mycoplasma pneumoniae 674 41,1 +++ + n
Mycoplasma pulmonis 774 15,3] +++ ++ n
Ureaplasma parvum 607 12,9] +++|  ++ n
haut G+C | Mycobacterium leprae 2691 49,6 ++| +++ n
Mycobacterium tuberculosis 4062 78,1 +++| +++ y
Cyanobaderia | Nostoc sp. PCC 7120 5329 35,2 + - ?
Synechocystis sp. PCC 6803 3103 49,6 + + ?
Escherichia coli O157:H7 5208 53,6/ +++| +++ y
Escherichia coli K12 4254 54,5 +++| +++ y
Salmonella enterica 4519 56,2 +++| +++ y
Salmonella typhimurium 4401 57,9 +++| ++ y
Buchnera sp. APS 562 14,4 - - R
Y Vibrio cholerae 2562 48,6] +++| ++ y
Haemophilus influenzae 1647 29,0 +++ ++ n
Pseudomonas aeruginosa 5551 86,7 +++| ++ n
Xyldlla fastidiosa 2645 55,3 +++| ++ y
A Yersinia pestis 3976 479 +++| ++ y
o Pasteurella multocida 2011 34,4 +++|  ++ y
E Neisseria meningitidis 2065 58,7 +++ + n
§ B Ralstonia solanacearum 3417 86,3 +++| +++ n
£ Sinorhizobium meliloti 3326 78,8 +++| +++ y
Mesor hizobium | oti 6705 78,7  +++| +++ n
Brucedlla melitensis 2055 65,9 +++| +++ y
a Agrobacterium tumefaciens 2679 71,6 +++ - n
Rickettsia conorii 1372 23,5 - - -
Rickettsia prowazekii 830 18,4 ++ + y
Caulobacter crescentus 3684 85,5 +++| +++ y
Campylobacter jejuni 1620 19,5] +++| +++ n
€ Helicobacter pylori J99 1477 42,2| +++ + n
Helicobacter pylori 1513 415 +++ - n
Chlamydia muridarum 797 33,5 +++ + y
Chlamydiales | Chlamydophila pneumoniae AR39 941 34,5 +++| +++ y
Chlamydia trachomatis 891 34,6/ +++ - y
Spirochaetes | Borrelia burgdorferi 821 20,9 - - -
Treponema pallidum 1000 54,8  ++| +++ y
Thermotogal es| Thermotoga maritima 1810 52,3| +++| +++ n
Aquificales | Aquifex aeolicus 1522 47,9 -+t -
Deinococcales | Deinococcus radiodurans 2577 79,9 +++ ++ n

Tableau 3.1: voir |égende page suivante.

123




Phylum [ Noms d’ espéces | Gene #| Meac.cs | Stre.ca| Strear | Terasr
Archaea

Aeropyrum pernix 2694 65,3 +++| +++ ?

Crenarchaeota | Sulfol obus solfataricus 2971 33,3 +++| +++| y(?)

Sulfol obus tokodaii 2826 25.6| +++| +++ 2

Hal obacterium sp. NRC-1 2017 87,3| +++| +++ 2

Methanococcus jannaschii 1674 27,7 4| +++ 2

Methanobacterium thermoautotrophicum| 1859 55,9| +++| +++ n

Pyrococcus abyssi 1764 50,2 +++| +++| y(?)

Euryarchaeota Pyrococcus horikoshii 1979 429 +++| +++| y(?

Thermoplasma acidophilum 1477 54,1 +++| +++ 2

Thermoplasma vol canium 1495 41,0 +++| +++ 2

Archaeoglobus ful gidus 2374 57,8 +++| +++ 2

Tableau 3.1: Les espéces testées, leur appartenance phylogénétique (phylum), le nombre de
génes que contiennent leur chromosome (Gene #), le G+C3 moyen de leurs génes (Meang.cz). Stre«ca
et Strcay montrent la significativité de la structuration olservée respectivement pou le G+C3 et le
CAl. (+++: p<10®; ++ :p<10?; + :p<5.10%; - :nonsignificatif). Tera:r indique si un enrichissement
en A+T de la région terminus par rapport au reste du génome a éé observée (y : enrichissement
observé; n: pasd enrichissement ; ?: position duterminus incertaine ouinconrue).

Le ca& particulier de B. burgdorferi suggere des explicaions trés particulieres a
|” absence de structuration : cette bactérie possede en effet un chromosome linéaire d@ une trés
forte asymétrie des brins directs et indireds dort il a €€ montré qu elle dait | e facteur majeur
déterminant I’ utili sation des codors chez cette espece (Mclnerney, 1999. Chez cete badérie,
le procesaus de réplication duchromosome est dorc tres différent de la plupart des autres

especes badériennes et doit subir des contraintes en conséquence

Les deux especes de cyancbadéries, Nostoc sp. PCC 7120 et Synechocystis sp. PCC
6803 re montrent qu une structuration faiblement significative (p = 5.10%). Aquifex aeolicus
ne présente aucune structuration détedable. Le mécanisme de réplicaion chez ces bactéries
est maheureusement tres mal connu. Il est a noter cependant que dez ces bactéries,
contrairement a la plupart des autres, il n’existe pas d’ asymeétrie de mmpaosition des brins liée
a la position ce I'origine @ du terminus de réplicaion, ce qui interdit de les locdiser en
utili sant cette méthode (Karlin, et al., 199§. Ced suggere chez ces badéries des mécanismes
de réplicaion pésentant des particularités qui pourait expliquer leur absence de
structuration.

Toutes les autres espéces de procaryotes anaysées montrent une forte structuration du

taux de G+C en troisieme position. Ce phénomene semble donc &re quasiment ubiquitaire,
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puisque qu'il est absent de seulement deux grands phylum, celui des cyanobadéries (ou la
structuration est faiblement significative) et des aguificdes. Cependant, le faible nombre
d’ espéces représentant ces phylum ne permet pas de générali ser cette dbsencede structuration.
La structuration duG+C3 s accompagne la plupart du temps d’ une structuration duCAI. Cet
indice peut étre positivement ou régativement corrélé au G+C3 selon que les codors
optimaux sont riches en G+C (par exemple Mycobacterium tuberculosis, fig. 39) ouen A+T

(par exemple Listeria monocytogenes, fig. 3.9 respedivement.

On peut subdviser les génomes dructurés en deux grands types de profils

approximativement auss bien représentés|’un giel’ autre :

- Le premier d’entre aux corresponda celui observé par Guindon et Perriere chez E.
coli K12 (Guindonet Perriere, 200)). Il est caractérisé par un enrichissement en A+T de la
région du terminus de réplicaion. On le retrouve ez des badéries auss diverses que
Pasteurella multocida, Snorhizobium meliloti, Brucella melitentis, R. prowazeki, C.
trachomatis, B. subtilis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et Mycobacterium
tuberculosis et semble &re représenté dans tous les grands phylums badériens, al’ exception

des cyanobactéries, des thermotogales et des aquificales.

- Le deuxieme type de profil, tout auss bien représenté mrresponda une organisation
mosaique du genome dans laquelle un nanbre @z important de régions relativement

homogenes au niveau de leur taux de G+C se succedent le long du génome.

Les archées présentent également de fortes dructuration ce leur taux de G+C. Le
mécanisme de la réplicaion des archées commence tout juste aétre ducidé, au moins pour
certaines especes. |l semble en effet que bien que les proténes impliquées dans la réplication
de leur génome ont tendance aressembler plus étroitement a des genes eucaryotes, plusieurs
d entre dles possedent un mécanisme de réplicaion de type badérien, ¢ est-a-dire arzec une
origine unique d’ ou la réplicdion s'initie de maniére bidiredionrelle (Lopez, et al., 1999
Myllykallio, et al., 200Q Zivanowvc, et al., 2002; Mad\eill, 200]). Les paositions des origines
de réplicaion de Pyrococcus horikoshii, P. abyssi, Methanobacterium thermoautotrophicum
et Qulfolobus solfataricus ont été prédites par des méthodes bioinformatiques
(oligonucléotides-skew) (Lopez, et al., 1999 She, et al., 200) et celle de P. abyssi a éé
confirmée epé&imentalement (Myllykallio, et al., 200Q. L’origine de réplicaion semble

125



coincider avec le locus du géne cdc6/orcl qu est un

- e
%é_ Y "\/ °-, . 2 homologue d' un gene impliqué dans la réplicaion eucaryote.
% N /-f' Chez Pyrococcus et Sufolobus, en suppcsant un terminus de
g Y gi;' e réplication & 180° ¢k I’origine, la région corresponchnte est
?:i S "'., oo - f effectivement A+T riche en comparaison ce la moyenne du
E ] / t . \ - génome (Fig. 3.1Q). Cependant, contrairement aux badéries,
= 1a,.

T e celte région apparait comme trés courte d la localisation du
Thermoplasma volcanium _ _
terminus est peu sire. Dans le cas de Methanobaterium,

Fig 3.11: Dot-plot du . . . . el
génome de T. acidophilumet ~ @cune region riche en A+T ne mrrespondau terminus inféré.

T. volcanium. La croix  poyy |es autres archées considérées, avancer une position du
suggere  des  inversions

Ssymétriques, comme terminus de réplicaion est encore plus risqué, pusquil a éé
couramment observé dez
les bactéries. Le point central
du graphe  pourrait  plysieurs origines de réplication (Ng, et al., 200Q. De maniére
représenter le terminus (ou ) N

' origine) de réplication. intéressante, le graphe représentant la position des homol ogues

suggéré par exemple que Halobacterium pourrait posseder

des deux espéces de Thermoplasma forme une aoix qui
suggere un mécanisme de répli cation typiquement bactérien (Fig. 3.11). Ce type d'inversions
se produisant de maniére symétrique par rappat al’origine @ au terminus chez les badéries,
il est possble que le cantre de cdte aoix représente soit |’origine, soit le terminus de

réplication.

3.2.2.2 Variation destaux d’' éwolutionlelong du gnome

Sharp et al. (Sharp, et al., 1989 ont observé que les taux d’ évolution synornymes (Ks)
tendent a augmenter avec la distance des genes a l'origine de réplicaion chez les
entérobactéries. Puisque leur résultat reposait sur un jeu de domées limitées, j'ai répété
I’analyse en utilisant les génomes complets d’E. coli et de S. typhimurium. Ja également
analysé d autres paires de génomes complets proches. Les résultats ont présentés dans lafig.
3.12. Dans trois des spt paires de génomes analysées, le Ks augmente avec la distance a
I’ origine de réplication. C' est également le ca& pour les taux d’ évolution nonsynonymes (Ka)
chez les enterobadéries (Sdmonell a/Escherichia) et chez les chlamydiales (fig. 3.13. Chez
Chlamydia, Neissria, Helicobacter et Pyrococcus, aucune relation significaive n’est trouvée
entreleKset ladistanceal’origine. 1l est intéressant de noter que les paires pour lesquell es il

existe un enrichissement en A+T marqué de larégion duterminus de réplication (c est-a-dire
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les enterobactéries, Rickettsia, Listeria et Chlamydia) présentent également une structuration
d au moins un des deux taux d’'évolution uilisés (Ks et Ka) ce qui peut suggérer une relation
entre les deux phénomenes. Cependant, on peut remarquer que dans le cas des Helicobacter et
des Neisseria, ce sont des ©uches d’une méme espece qui sont comparées et que les taux
d évolution sont faibles. Comme le suggere la wmparaison dE. coli K12 avec E. cali
O157:H7 dune part et avec S typhimurium d autre part, I’ effet de la distance al’origine
pourait bien nétre visible qu aprés un temps de divergence suffisant. On ne peut dorc
exclure que I'effet de la distance ai terminus ne devienne significéif chez Neisseria et
Helicobacter apres un temps de divergence suffisant. On peut remarquer dans le méme ordre
d’idéeque I’augmentation duKa n’est visible que dans les deux paires ayant le plus divergé

(les entérobadéries et les chlamydiales).

0.75

0.65 {

'] } rho=0.274 05 I
i p<0.0001
09 - 045

S S S 8 S N S S S} S S S 9 QO
N S T Ao ¥y & s &S
s § A AN N s § & 8 S $ 5

S A S g £ & 5§ § §
S ~ S L% v 9
Ks Escherichia coli K12 - Salmonella typhimuriumLT2 Ks Listeria monocytogenes - Listeria innocua

Ks Neiseria meningitidi$rain A- Neiseria meningitidirain B
Ks Escherichia coli K12 - Escherichia coli 0157:H7

Fig. 3.12:Taux dévolution synoryme (Ks) en fonction de la distance a I'origine de
réplication pour différents couples de génomes proches. Chague génome a éé divisé en 7 parts
égales en fonction de I'éoignement des genes a I’ origine de réplication. Les intervalles de
distances sont indiqués en kb. L’ augmentation dutaux d'évolution avecla distanceal’ origine
est testée avecle test des rangs de Spearman (rho et p indiqués dans chaque calre). Les barres
représentent 95 % d'intervalle de confiance
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Fig. 3.12suite : voir |égende de la page précédente. Les deux derniéres figures repésentent les
taux d'évolution nonsynonyme (Ka) pour les couples montrant une augmentation avec la
distance al’ origine.
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Il est surprenant que la paire de Chlamydia montre une augmentation significative des
valeurs de Ka avecladistance al’ origine, mais pas du Ks. Il est passble ai regard dugraphe
gue quelques genes a proximité de I’ origine de réplicaion ayant des valeurs de Ks tres fortes

expliquent cette ebsencede relation.

Ces résultats confirment ceux obtenus par Sharp et al. (Sharp, et al., 1989 chez les
enterobactéries et les généralisent a quelques autres especes de badéries éoignées
phylogénétiquement. Les différentes paires anal ysées montrent des profil s d’ augmentation des
taux d'évolution assez différents, plutdt linédre pou Rickettsia et Listeria ou exporentiel
pou les enterobadéries et Chlamydia. Il est possble que ces différences témoignent de

conséquences de laréplicaion dus pédfiques a chague espece.

3.2.3 Discussion

La répartition phylogénétique des différents profil s observés est schématiséefig. 3.13.
Etant donrée la représentation phylogénétique du profil d’enrichissement de la région du
terminus de réplicaion, il semble qu'il faill e imaginer qu'il a son aigine dans un mécanisme
tres commun, sinon général aux badéries. La grande représentation des profils plus
chaotiques suggérerait cependant, selon cette hypaothése, quil n’existe pas de forte presson
de séledion pou imposer ce enrichisement de larégion duterminus, et qu'il représente plus
probablement la cnséquence d’un mécanisme lié ala réplication. Ces profils complexes
pouraient dériver des premiers, soit a la suite de réarrangements, soit du fait de transferts
edopiques de larges fragments d ADN exogene. Dans certains cas, la forme particuliére du
profil s explique smplement par I'insertion dun large plasmide. Le profil en dents de scies
de D. radiodurans correspond a l'insertion dans le chromosome d'une @pie du
meégaplasmide riche en A+T également présent dans la cellule, ce qui condut a deux régions
de taux de G+C trés diff érents (White, et al., 1999. De méme, chez M. meliloti, ure grande
région keaucoup pusriche en A+T que le reste du gégnome posséde une forte similarité avec
un dasmide retrouvé ez plusieurs especes de protéobactéries proches (Kaneko, et al.,
2000, sugggérant que ceplasmide s’ est inséré récemment dans le chromosome. Pour les autres
badéries cependant, la répartition nonaéaoire des genes en fonction ¢k leur taux de G+C3
semble nécesster des scénarios plus complexes.
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Fig. 3.13: Représentation phylogénétique des différents profils ohbservés chez les bactéries. Le
nombre d’ espéces testées est indiqué pour chague groupe. Les profils sont classés en trois classes :
ceux montrant une structuration significative @ un enrichiseement en A+T de la région du
terminus (a gauche) ; ceux montrant une structuration significative mais pas d' enrichissement
(centre) ; et ceux ne montrant pas de structuration (droite). Le nombre de génome montrant chagque
profil est indiqué dans chaque groupe.

Les deux chromosomes de la bactérie pathogéne des plantes Ralstonia solanacearum
sont tous les deux a la fois tres perturbés et tres gructurés. Ces profils peuvent étre mis en
relation avec la capadté particuliére de cette bactérie afaire de la transformation returelle
(Bertolla, et al., 1997. D’autre part, Brumbley et al. (Brumbley, et al., 1993 ont mis en
évidence d' importants réarrangements génomiques % produsant sportanément chez cette
espéce Salanoulst et al. (2001 ont dga noté |’ existence de grandes régions génomiques
contrastant au niveau de leur contenu en G+C et de leur usage du code, et mis cette structure
mosaique du gégnome e relation avec la grande caacité de Ralstonia a intégrer de I’ ADN

exogene.

Un cas particuliérement intéressant est celui des deux espéces proches Mycoplasma

genitalium et M. pneumoniae. La premiére montre un profil trés intrigant dé§anoté par Kerr et
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al. (Ker, et al., 1997. Il existe en effet chez cette badérie une variation réguli ére du taux de
G+C le long du chromosome, mais qui contrairement a la plupart des bactéries montrant un
profil similaire ne semble pas étre liée ala paosition eI’ origine @ du terminus de réplication
(Kerr, et al., 1997. De maniére surprenante, I’ origine aurait plutdt tendance ase trouver dans
unrégion dusriche en A+T (18,4% de G+C3) que le reste du ggnome dors que le terminus
est dans une région dor le taux de G+C3 est proche de la moyenne du génome (23,3 % de
G+C3). Laseconde (M. pneumoniae) possede un grofil beaucoup pus perturbé. Bien qu elles
soient toutes deux des parasites obligatoires, il semble que la dépendance de M. genitalium a
son hd@e soit beaucoup dusforte ca il est plusdifficile de la ailtiver en milieu artificiel. Ced
peut étre mis en relation avec le fait que M. genitalium possde un ggnome beaucoup pus

i réduit (466 genes) et un taux de G+C beaucoup pus bas

: \\ I que M. pneumoniae. Cependant, Himmelreich et al.
1 N i (Himmelreich, et al., 1997 ont montré que |’ordre des
' genes était bien conservé en six fragments entre les deux

_ N espéces. Les réarrangements ne  @rresponcent pas,

\ - [ contrairement a ceque |I’on otserve chez la plupart des

Mycoplasma genitalium
/:“
rd

Mycoplasma pneumoniae paires de génomes badériens, a des inversions

Fig. 3.14.: Dot-plot desgénomes ~ SYMetriques par rappat a I'origine @ au terminus de
de M. genitalium e M rayicaion (fig. 3.14. Himmelreich et al. (Himmelreich,
pneumoniae. L’ordre des génes

est assez bien conservé mais ne et al., 1997 ont montré que ces réarrangements étaient
correspond pBS aux inversions
ohservées chez la plupart des

badéries conservées dans leur intégralité que chez M. pneumoniae

liés a la présence de répétitions qui semblent n’avoir é&é

et apropose que les réarrangements avaient eu lieu dans la lignéede M. genitalium. Il semble
en effet que de tels réarrangements puissent jouer un réle tres important chez ces badéries, en
relation avec le mécanisme de virulence (Rocha & Blanchard, 2003. Cependant, le profil de
M. genitalium, quel que soit le mécanisme ason aigine, suggére une grande stabilit é du
génome ar des réarangements perturberaient |’ asped régulier du profil. On peut a cet égard
se poser la question de savoir s le profil trouve chez M. genitalium ne pourait pas étre
ancestral et avoir été modifié par des réarrangements ayant eu lieu plutét dans lalignéede M.
pneumoniae, contrairement a ce qu’'ont propcse Himmelreich et al. (Himmelreich, et al.,
1997. L’ hypathese dternative éant une mise en place rapide du profil chez M. genitalium
depuis la séparation des deux especes. L'anayse des différences de G+C3 entre les deux
especes suggere trés clairement que ce profil sest mis en place dans la lignée de M.
genitalium de maniére mncomitante asecla forte réduction de son taux de G+C. En effet, la
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fig. 3.15.montre que les régions les plus
riches en G+C du génome de M.

[ . C4C3 genitalium sont cdles dort le taux de
o différence G+C3

G+C a les plus varié depuis la

séparation avec M. pneumoniae. Cette

08 — structuration perticuliere, ains que le

Mycoplasma genitalium patron e réarangement du ggnome

Fig. 3.15.: G+C3 le long du génome de Mycoplasma
genitalium (paints nairs) et diff érence entre le G+C3
de M. genitalium et M. pneumoniae (G+C3wg chez M. genitalium possde des
G+C3uyp) (points blanc). La différence est toujours L ) .
négative cequi est consistent avec I’enrichissment ~ Propriétés atypiques chez les baderies.
en A+T de M. genitalium. Cependant, la région la

plus pauvre en G+C chez M. genitalium corresponc

également a clle présentant les plus fortes

différences.

suggere gue le mécanisme de réplicaion

3.2.3.1 L’hétérogenéité destaux d’ évolution: mutation ouséedion dfférentielle ?

L’ augmentation des taux d’évolution dans la région duterminus peut s expliquer soit
par une différence d’ efficacité de la séledion, soit par une différence de taux de mutation.
Une locdisation hiaisée des génes dont I'usage du code est trés contraint par la séledion a
proximité de I’ origine de réplication pourait en effet donrer les résultats delafig. 3.12.Sharp
et al. (Sharp, et al., 1989 n’avaient pas trouvé de corrélation entre le niveau d expresson ces
genes et leur proximité al’origine dez les enterobactéries. Il semble cependant que les
variations de CAl soient nettement corrélées a la distance al’origine chez E. coli et S.
typhimurium (fig. 3.9. Mais il semble que la structuration duCAI soit due essentiellement a
lavariation de G+C3 : chez de nombreuses badéries comme les entérobadéries, B. melitensis,
V. chderae, S.mdliloti et M. tuberculosis ou G+C3 et CAl sont positivement corrélés, les
valeurs de CAIl sont faibles dans la région duterminus, mais al’inverse, elle sont fortes chez
les badéries dort les codors optimaux ont tendance a é&e riches en A+T (B. subtilis,
L. monacytogenes, S.awreus...). Chez ces dernieres badéries, le biais mutationnel a
proximité duterminus et la séledion traductionrell e vont dans e méme sens pour le doix des

codors.

Une maniére de tester si la variation duKs le long du génome peut étre dtribuée au

regroupement des genes fortement exprimés a proximité de |’ origine de réplicaion, est de
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séparer les genes présentant de fortes

E 1.8
£ 6] o= 0253 ;T et de faibles valeurs de CAl. Si la
<0,0001 F
E 14 P - clase des génes ayant un fort CAl
o3 ¢ I s
212 5 3 3 ¢ 2 [ o low peut ére  nsidéiée  OMmMe
N e high . N
= ' ) } S hétérogene ar certains genes peuvent
O 08 4 -
i I } } b ¢ s montrer de fortes valeurs de CAl du
v 06 4 rho=0,249 |
x P <0000 fait du Hais mutationel, la dass des
gg? d«@ §? § § § (Vo? génes ayant de faibles valeurs de CAl
® s & & & S . . .
Yy S & doit refléer plus fidélement le patron

Fig. 3.16: Taux d évolutiondes genesen forctiondela  de mutation le long du génome.
distance al’origine pou les génes ayant un fort CAl

(CAIl > 0,5 - points noir) et ceux ayant un faible CAl  L’augmentation duKs avec la distance
(CAI < 0,5 -paints blancs) chez les enterobactéries. La
méme observation est valable pour différents seuils de
CAl. Voir aussi |égende delafig. 3.12. (p < 10 pou les deux classs de

a l'origine et fortement significaive

genes chez les enterobacteries (fig.
3.16), Listeria, et Rickdtsia. Ced exclut dorc |I'hypothése d'une variation du Ks due au

regroupement des genes fortement exprimés.

Les vaeurs particulierement élevées de Ks dans la région duterminus des espéces
montrant un enrichissement en A+T de cdte région (entérobactéries, Listeria, Rickdtsia et
Chlamydia) ainsi que cdles du Ka dez les entérobactéries et Chlamydia suggerent que cdte
région du génome suhit, au moins chez ces especes, des contraintes particulieres qui se

traduisent par untaux de substitution dus élevé verslesbases A et T.

3.2.3.2 Descontraintes particulieresdarslarégion duterminus ?

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer une aigmentation du taux de A+T3 a
proximité du terminus. Médigue et al. (Medigue, et al., 199) et Lawrence @& Ochman
(Lawrence @ Ochman, 1997 Lawrence & Ochman, 1999 ont noté par exemple que les génes
détedés comme ayant é&é aquis récemment chez E. coli avaient tendance a étre sur-
représentés dans la région duterminus de réplicaion et a é@re plus richesen A et T que le
reste du génome. De plus, chez B. sulttili s, plusieurs prophages ont insérés dans cette région
(Kunst, et al., 1997 Ainsi, on peut imaginer que le terminus de réplicaion constitue un site

préférentiel d’insertion des éléments étrangers dans le génome d que ces genes transférés ont
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tendance aétre plus riches en A+T que le génome héte. Rocha @ Danchin (Rocha @ Danchin,
2002 ort en effet montré que les éléments parasites des génomes comme les phages, les
plasmides et les IS présentaient une tendance systématique aétre plus riches en A+T que leur
génome héte. Pour tester cette hypothése, nows avons tracé le profil de Salmonella et
Escherichia en ne prenant en compte que les génes étant déja présents chez leur ancétre
commun et ayant conservé leur pasition (Fig. 3.17. Le méme arichissement en A+T de la

région duterminus de réplicaion est visible @ ce, égaement pour Chlamydia, Listeria et

]5 A [ Rickesttsia prowazekii. La différence
] A g ) .

. A,,(V'V \ d avec le reste du génome semble méme
47 b [+ CumSum(GC3_Ecoli) 4 H i

3: *J A | CumSum(©Ca Siyp) plus marquée Il faut imaginer dans ce
21 \\\ M - cas que I'insertion des génes étrangers
4 ] N .

*] % y provoqle une augmentation du taux de

TER substitutions vers A+T dans cette région

Fig. 3.17Graphe aimulé desvaleursde G+C3en  pou les génes « résidents ». Cependant,

n’'utilisant que les génes présents chez I’ ancétre , . 1 o
commun & E. coli et S typhimurium et ayant  |"hypothése d'un enrichissement en A+T

conservé leur position dans le gén_ome. Les deux dd aux transferts explique difficil ement
génomes ot représentés (E. coli en noir et S.

typhimurium en clair) et montrent des profils  |e ca des Chlamydia ou Mycobacterium
identiques et un fort enrichissement en A+T dela

région duterminus. tuberculosis chez qui peu de genes ayant

éé aquis récemment par transferts
horizontaux ont é&é détedés (Garcia-Valve, et al., 2000 Ochman, et al., 2000. Il est
également posshle que les méthodes de prédiction des génes transférés horizontalement
utili sées par Lawrence & Ochman (Lawrence & Ochman, 1997 ou Médigue et al. (Medigue,
et al., 199) surestiment le nombre de genes récemment aqquis dans la région duterminus de
réplication chez E. coli a cause d'un bais de mutation intrinseque. Nous reviendrons aur ce

point danslasedion 3.2.3.3.

Une aiutre hypothese posgble mnsidere les contraintes dructurales qui s exercent sur
la région particuliere du chromosome qu' est le terminus de réplication. Plusieurs problémes
se posent en effet dans cette région alafin de laréplication: les deux fourches de réplication
doivent se rencontrer au niveau dusite dif, ce qui nécesste parfois |’ arrét ou le ralentissement
d’ une des deux fourches au niveau des stes ter (Busdere d@ Bastia, 1999 Wake, 1997; des
contraintes gructurales fortes peuvent s exercer sur cette région dufait de la rencontre des
deux fourches (Lewis, 200) ; les caénats et les diméres de chromosomes doivent y étre
résolus (Lemon, et al., 2001 Perals, et al., 2001 Lewis, 200)) ; larégion duterminus pourait
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jouer un réle dans la ségrégation des chromosomes néo-synthétisés dans les deux cdlules
filles notamment en interagissant avec les protéines XerCD et FtsK (Perds, et al., 200J)...
Capiaux et al. (Capiaux, et al., 2009 ont montré que cetains oligomeéres tendent a aigmenter
en fréquence aproximité du terminus. Ussry et al. (Ussery, et al.,, 200) ont également
montré que FIS (une protéine achitedurale trés abondante thez E. coli, ndamment pendant
les phases exporentielles de aoissance, et composant esentiel de la diromatine - Finkel et
Johrson, 1992 Schneider, et al., 2001 Travers, et al., 200]) possde une forte densité de sites
dans une région d’ approximativement un Megabase autour du terminus d’E. coli. Cette région
correspond presque exadement a la région denrichisement en A+T. Il a égaement été
montré que cdte méme région est enrichie en séquences favorisant la curbure de I’ADN
chez E. coli et B. subtilis (Pedersen, et al., 2000, ce qui pourait jouer unrdle dans lafixation
d autres proteines comme H-NS, elle auss impliquéedansla mndensation ce I’ ADN (Ussery,
et al., 200). La structure particuliere de cdte grande région entourant le terminus pourait
jouer unréle dans la ségrégation des chromosomes (Tsai et Sun, 200) et/ou larésolution des
diméres de chromosomes au niveau dusite dif, dort il a éé montré que le rble ne pouvait étre
asauré gu' en présence d’une large part de ses fquences flanquantes (Perals, et al., 2000Q. I
est généralement argumenté que le mécanisme de la terminaison ce la réplicaion dE. coli et
B. subtilis sont apparus indépendamment (Hill, 1992 Wake, 1997 bien quils ient basés aur
des mécaiismes extrémement similaires (Wake, 1997 Bussere d@ Bastia, 1999. Bien
gu aucun hanologue de FIS ne semble avoir été trouvé chez B. subtilis, ure protéine gpelée
AbrB Iui reseemble beaucoup en terme de taill e, de fixation al’ ADN, de patron d expresson,
et du contréle qu' elle joue sur I'expresson ks autres genes. Ced suggere gu elle pourait
jouer le méme role que FIS chez ce organisme (O' Rellly et Devine, 1997Aingi, larichesse
en A+T de la région duterminus pourait avoir un intérét fonctionnel pou le procesaus de
réplication, en fadlitant la fixation ce protéines et la formation e boucles au moins chez E.
coli et B. subtilis. Il se pourait dans ce ca que I’ augmentation ces taux d’ évolution dans cette
région soient le témoignage d’' un conflit entre deux niveaux de séledion: cdui du gene (dort
la composition en codonet en acides aminés est contrainte) et cdui du chromosome (dort les
charactéristiques gructurales pouraient étre soumises a sélection dans cette région). Bien que
le réle des stester dort lafonction est d’empédher les fourches de réplicaion de dépaser le
site de la terminaison soit bien connu et que ces stes apparaisent chez de nombreuses
especss, il est intéressant de nater que leur délétion ra aucun effet déteaable sur la fithessni

d E. coli ni de B. subtilis au moins dans les condtions de laboratoire (Bierne & Michel,
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1994). Ced suggere que d’ autres especes peuvent avoir développé des systémes dternatifs

pour laterminaison ce leur réplication.

Une autre posshilit € est que ces contraintes sexercant a proximité du terminus aient
des effets mutagenes. Par exemple, ure fourche de réplication arrétée et caractérisée par la
présence notamment de région dADN simple brin persistantes. |l est donc possble qu a
proximité des ste ter, les fguences ient plus ensibles aux procesaus de mutation et de
recombinaison (Bierne, et al., 1997. D’ autre part, la région duterminus de réplicaion peut
également possder des mécanismes de réparation ce I'’ADN différents du reste du
chromosome. C'est I"hypothése que privilégient Sharp et al. (Sharp, et al., 1989 pou
expliquer la corrélation entre la distance au terminus et I’augmentation des taux d’évolution
chez les entérobadéries. Ils propasent que la présence de fourches multiples a proximité de
I’origine de réplication pendant le phase exporentielle de croissance permet de réparer les
lésions par recombinaison dus fréqguemment que dans la région duterminus. En effet, les
séquences proches du terminus doivent selon ce modél e se trouver moins uvent en plusieurs
copies dans la cellule & donc avoir moins d’ oppatunités d étre réparées en uilisant la
recombinaison. Cependant, ce modele arrespond mal a ceui de la «replicaion fadory »
déait sedion 3.1.1, oules fquences proches de |’ origine sont, immédiatement aprés leur
réplication, attirées vers les pdles oppasés de la cellule. Le mécanisme de réparation par
recombinaison impli que plus probablement les deux brins qui viennent d’ étre synthétisés, et il
N’ existe pas de cepoint de vue de différence antre une fourche proche de I’ origine é proche
du terminus. Cependant, les mécanismes de réparation des lésions pendant la réplication
peuvent tout de méme présenter des différences entre la région e I'origine € cdle du
terminus. Lorsgu’une Iésion ce I’ ADN est rencontrée par le complexe protéique asurant la
réplication, cdui-ci est arrété. Pour que la réplication soit ré-initiée la lésion dat étre soit
réparée soit passe par le complexe. L'un et I'autre de ces mécanismes nécesstent la
régresson ce lafourche de réplication, ¢’ est-a-dire le désappariement des brins néosynthétisés
de leurs matrices, le ré-appariement des brins matrices entre aux et I’appariement des deux
brins néosynthétisés (voir Fig. 3.18. Cette éape nécesste I'adivité d hélicases (RedG et
PriA) notamment pour désapparier les brins neosynthétisés de leurs matrices (Gregg, et al.,
2002 McGlynn et Lloyd, 2003. Or, cette activité hélicase se produt dans le sens inverse de
la réplication. Cela ne pase pas de probleme particulier a proximité de |’ origine, mais dans le

piége que mnstituent les stes ter, les héli cases peuvent étre enpédées de procéder du fait de
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I’adion pdaire des protéines Tus. Il est alors possble que le seul moyen paur la réplication

de oontinuer sa progresson soit d’introdure une mutation en face de lalésion (translésion).

i. regression ii. collapse ili. recombination iv. restart
A" Replicative R o RecBCD ——  PiA+DnaB s\
helicase block _/—_F — o _rf\ —
RuvABC — RecA — RuvABC —_/_
\ \ 7 \
/4A) | i. polymerase
B decoupling ii a. regression ili a. lesion bypass iv a. restart
A Pol RecG —A\ A
Leading strand |, ~ o, R\ N N N
block —/g{ecG I _/_ _/_ PriA _/‘;)naB
RecA +R | " .
or Reci+-Reel) ‘ ii b. regression + lesion repair iii b. fork restoration iv b. restart

[ UvrABC A RecG or Exo
L N\ \ \

—

- Bxo —/ PriA /"~ DnaB

Fig. 3.18: Modée de « sauvetage » d une fourche de réplication Hoquée face a une lésion e
I”’ADN. Une |ésion dauble brin nécessite un réparation par recombinaison (A) aors qu’' une lésion
simple brin peut étre réparé (Bb) ou passée (Ba) par régression ce la fourche (Bii). Dans tous les
cas, les dowles brins qui viennent d'étre synthétisés wont désappariés pour former un
intermédiaire de type jonction de Holliday (Ai et Bii) ce qui nécessite I’ action d’ une hélicase dans
ladirection opposée alaréplication. Une foislalésion passée laréplication doit ére ré-initiée. Le
réle des hélicases RedG et PriA n'est pas encore complétement dlucidé. Extrait de Gregg, et al.,
2002

Ce mécanisme qui serait aors utili sé préférentiellement dans larégion duterminus est
a la fois générateur d'erreurs et biaisé vers A+T. Les poymérases impliquées dans la
trandésion (notamment pall et pdV) qui, face aune Iésion ce I’ADN et en absence de
recombinaison, permettent a la synthése d’ ADN de se poursuivre en introdusant des erreurs,
respedent en effet la régle d'incorporation préférentielle dun dAMP en face d'un site
abasique (la «A-rule») (Strauss 1991 Ide, et al., 1995. Ce type de lésion se produt
fréguemment dans les cdlules, auss bien sportanément qu’ en présence d' agents mutagenes,
ou ben par I'action ce certaines N-glycosylases aprés reannaissance d’' une base modifiée
(Ide, et al., 1995. L’incorporation préférentielle de A aux sites abasiques pourait dorc
expliquer I'enrichissement d’ une région ou la réparation impliquant un régresson ce la
fourche de réplication est rare.

Ce mécanisme semble &re en contradiction avecun travail récent mené par Hudson et

al. (Hudson, et al., 2009. Ces auteurs ont inséré un gene LacZ nonfonctionnel a différents
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locus du gegnome de S. enterica et ont mesuré les diff érences dans les fréguences de réversion
vers |’ alée fonctionrdl. 1ls ne trouvent pas de diff érence dans les taux de réversion entre des
genes insérés a proximité de I’origine @ du terminus. Plusieurs types de réversions ont été
analysées et en particulier, il se sont intéressss aux différences entre les transitions et les
tranversions. Cependant, I’ensemble des réversions anaysées consiste en des mutations de A
ouT versGouC. Aing, s letaux de mutation vers A+T augmente aproximité du terminus,

leur étude ne permet pas de le déteder.

Une posshilité pour montrer la tendance du terminus a s enrichir vers A+T serait
d’ utili ser trois génomes complets de souches relativement proches de la méme espece. Par
une dude de parcimonie, il serait en effet possble d’ orienter les substitutions chez deux des
trois especes et ainsi de voir si |a fréquence des différents types de substitution varie le long
du génome. Maheureusement, un cas suffisamment favorable n’existe pas encore: par
exemple, les deux souches E. coli O157:H7 sont trop proches pour gue les genes aient
acaumulé as%z de différences. D’ autre part, si la comparaison ce E. coli O157:H7 et E. coli
K12 montre des différences suffisamment importantes, le racinement de ce groupe n’est
posshble pou I'instant qu au moyen d une des deux souches de Sdmonella, dort les valeurs
de Ks nt souvent tres supérieures a 1, ce qui exclut de pouvar utiliser I’hypothese de

parcimonie.

3.2.3.3 L’'implication pou les méthodes de détection des transferts horizontaux.

Comme I’a montré Ragan (Ragan, 2002, les différentes méthodes de détedion des
transferts horizontaux donrent des résultats tres différents chez E. coli et prédisent méme
parfois des ensembles de génes nonrecouvrant. Les résultats que nous présentons ici montrent
gue I'une des hypothéses fortes des méthodes intrinséques, cdle @ncenant la faible
hétérogénéité du contenu en bases des génes (Lawrence & Ochman, 1997 d'un gnome
procaryote n’est pas respectée pour la plupart des especes. La structuration duG+C3 et du
CAIl montrent que diff érentes parties du génome peuvent avoir des usages du code différents.
Ced implique gu' un hais est possble dans les méthodes de prédiction des génes transmis
horizontalement basée sur la mmposition en codors, qu sont les plus utili sées (Medigue, et
al., 1991 Lawrence & Ochman, 1997 Lawrence & Ochman, 1998 Moszer, et al., 1999
GarciaVdlve, et al., 200Q Ochman, 200). En effet, s une telle structuration existe, il
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devient par exemple complétement injustifié de considérer a priori que les taux de G+C des
genes natifs d'un génome suivent une distribution namale (voir sedion 1.§. Comme nous
I’avons dga naté, Lawrence & Ochman (Lawrence & Ochman, 1997 Lawrence & Ochman,
1998 ont remarqué que les génes qu'ils détectent comme dant d origine érangére ez E.
coli sont significaivement plus représentés dans larégion duterminus. Le profil observé dez
E. coli semble pouvar étre représenté dans tous |les phylums bactériens ce qui suggere que ce
biais peut avoir un impad fort sur toutes les estimations faites a ce jour des pourcentages de

genes étrangers dans les génomes.

3.3 Etudedel’usage du code des génes transfér és horizontalement

Du fait de I'existence d'un bais mutationnel et d'un wsage du code spécifique a
chaque espéce, les génomes badériens ont considérés comme dant homogénes au niveau de
la composition e leurs génes (Lawrence & Ochman, 1997 Lawrence & Ochman, 1999. Les
seuls fadeurs considérés ot la plupart du temps le taux d’expresson des génes et dans
certains cas extrémes comme Borrelia burgdorferi, le brin codant (direct ou retardé) et la
composition en addes aminés. Ces fadeurs pris en compte, les génes montrant une
composition (en bases, en codors ou en digonucléotides) atypique sont considérés comme
étant isaus de transferts horizontaux. Leur inadéquation au reste du génome s expligue par le
fait quils portent encore la trace des biais mutationnels et de |'usage du code de leur
précélent hote. 1l en résulte, selon Lawrence & Ochman (Lawrence & Ochman, 1997, que
ces génes présentent de fortes valeurs de X%, ¢ est-&dire que leur usage du code est biaisé,
mais de faibles valeurs de CAl, c'est-a-dire que le biais ne va pas dans le sens des géenes
fortement exprimés du nou héte. Lawrence & Ochman (Lawrence & Ochman, 1997
propasent que de tels génes subisent une « amélioration », ¢’ est-a-dire qu'il s’ adaptent aux

biais mutationnel et d’ usage du code de leur nowe environnement.

Dans leur anayse multivariée de I’ usage du code des génes d’E. coli, Médigue et al.
(Medigue, et al., 1992 montrent que le génome peut étre séparé e trois classes de genes
cohérentes au niveau de leur usage du code. En effet, ils utilisent une méthode de
clasgficaion dte des centres mohiles permettant de regrouper un ensemble de paints en un
nombre abitrairement choisis de dasses cohérentes. L’'une des classes est constituée des

genes fortement exprimés (usage du code biaisé par |I’abondance des ARNt), ure aitre
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représente les genes faiblement exprimés (usage du code biaisé par le biais mutationrel), et

une troisieme est constituée de genes de fonctions inconnues et d’ éléments étrangers comme

08

06 1

04 7

02 1

Axe 2

-08 06 04 02 0

Axe 1

-1.2 -1

G+C3

-1.2 -1 -08 06 04 -0.2 0 02 04 06 08

Fig. 3.19: AFC sur les fréquences
relatives des codans de I’ ensemble des
génes du génome d'E. coli (en haut) et
relation entre le premier axe de
I"'andlyse @ le taux de G+C en
troiséme position des codans. Les
génes consituant la classe des genes
transférés (cercle) sont principal ement
séparés des autres par le premier axe.
IIs correspondent a des génes riches en
A+T dont la distribution en G+C3 est
as¥z reserrée

les fquences d'insertion (1S), ou des phages. Cette
troisieme das est dorc interprétée @mme la dase
des génes inadaptés au génome d’E. coli et ayant été
aqquis récemment par transferts horizontaux. Cette
interprétation fait une hypothése qui n'est pas
mentionrée eplicitement par Médigue et al.
(Medigue, et al., 199) : les genes aqyuis récemment,
constituent un ensemble homogene au niveau de leur
usage du code, en comparaison dureste du génome.
Ced est surprenant si I’on considére que ces genes,
qui représentent plus de 10 % du génome,
proviennent d'un certain nanbre d événements de
indépendants,
especes. Médigue et al. natent en effet que ces génes

transferts impliquant  diff érentes
ont une forte tendance aétre plus riches en A+T que
le reste du génome. Le premier axe de |I'anayse est
en effet tres fortement corrélé au G+C3 des genes
(Rho = 0,666; p < 10%) (Fig. 3.19) mais également,
bien que moins fortement, & la distance al’origine
(Rho=-0,191; p < 10%). Ce résultat pose la question
confere a ces genes des

de savoir ce qui

caactéristiques communes: les géenes transférés

proviennent-ils d’un nanbre limité de génomes donreurs? Y at'il un kais d'incorporation

des siquences riches en A+T chez E. coli ? Ou encore ces genes portent-il s la trace d’ autre

chaose que leur héte précédent ?
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3.3.1 Matériels et Méthodes

3.3.1.1 Principe dela détection des génes acquis et perdus récemment

Pour tenter d'éclaircir ce point, nows avons décidé d’ éudier I’ usage du code des génes

aqquis réecemment, détectés par une méthode indépendante en coll aboration avec Emmanuell e
Lerat. La disporibilité de génomes complets proches permet en effet de trouver des génes
présents chez une espéece (ou souche) bactérienne @ absents de ses especes voisines. On peut
ensuite utili ser I’ hypothése de parcimonie pour discriminer entre une acquisition récente d@
des pertes chez les especes voisines. Le casidéd permettant d'inférer les événements de gain
et de perte est cdui présenté fig. 3.20.Les genes présents chez A n’ayant aucun hamologue ni
chez B, ni chez C, peuvent soit avoir été présents chez

A B

I’ancétre ommun a A, B et C, pus perdus indépendamment
+A-B-C —»

chez B et C, soit avoir éé aquis chez I’ancére ommuna A
-A+B+C €+—

et B puis perdu chez B, soit avoir éé acquis récemment chez

A. Laderniére interprétation parait plus parcimonieuse si I’on

considére que I'aqquisition et la perte ont des probabilit és

Fig. 3.20:Description ce la
méthode de détection des
genes aayuis et perdus 2001 : les aqyuisitions et les pertes £ mmpensent chez les

réecenment par BLAST . _ i . . _
lorsqguon dispose de trois badéries libres, et la réduction des génomes parasites

comparables. Les modeles expliquant le maintien de la taille

des génomes reposent sur cette hypothese (Mira, et al.,

g/éc')}‘:’g;i éoyaﬁlsef;gfgh% s explique par une diminution des transferts dans les mili eux
confinés que sont les hétes. Une maniere de vérifier si, dans

le ca étudié, cete hypothese est rédliste est d’ estimer également la quantité de genes perdus.
De méme, ure «perte » apparente peut correspordre a plusieurs interprétations: la perte
effective dez I’espéce onsidérée ou deux aqyuisitions indépendantes chez les deux autres
especes. Ces estimations peuvent se faire chez A et B. Si e nombre de genes « perdus » chez
B est du méme ordre de grandeur ou inférieur au nambre de genes «acquis» chez A, il est
peu probable, méme si C ades taux de délétion relativement forts, que les génes apparemment

aaqquis chez A correspordent a des perteschez B et C.
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Un autre phénoméne que nows n'avons pas encore mentionré peut affeder ces
estimations du pant de vue quantitatif : les dugdicaions. En effet, s un géne acquis
récenment est dugiqué gres n transfert, les nouwelles copies grossront le nombre des
genes prédits comme transférés. Ced n’a pas beaucoup d’importance dans notre c& car nous
ne tentons pas d estimer le nombre d’ événements de transferts, mais sulement les géenes £
trouvant dans un contexte génomique nouveau pou eux. De méme, si un gene est perdu dans
une lignée @ dugdiqué dans sa lignée sceur, le nombre de pertes pour ce géne sera surestimé.

Encore unefois, ceci ne constitue un bais que du pant de vue de la quantificaion des pertes.

3.3.1.2 Génomes utili sés

Pour condure I’ analyse tell e que nous venors de la déaire, nows devons disposer d’ au
moins trois génomes compl etement séquenceés et suffisamment proches. Un certain nanbre de

telscas ont disponibles chez les badéries:

- cing genomes proches ont disponbles dans le groupe des enterobadéries: trois uches
d' E. coli (K12, 0157:H7 EDL933 et O157:H7 Sakai) et deux espéces (ou sous espéeces) de
Sdmonella (S.typhimurium LT2 et S.enterica).

- trois génomes proches ot disporibles dans le groupe des e-protéobadéries : deux souches

d Helicobacter pylori (J99 et 26695 et une souche de Campylobacter jejunii.

- trois génomes proches sont disporibles dans le genre Streptococcus: deux souches de S.

pneumoniae (R6 et TIGR4) et une souche de S.pyogenes.

D’ autres cas, comme par exemple celui des Mycobactéries, n'ont pas été mnsidérés du
fait du pocesaus de réduction qu sexerce sur le génome de M. leprae: en effet, la
probabilit & de pertes étant tres élevée cthez cete badérie (elle possde presque deux fois
moins de gene que M. tuberculosis), I’ hypothése de parcimonie peut difficilement étre faite.
De méme, le ca des Chlamydiales n’'a pas éé analysé car leur génome suhbit également une

réduction importante.
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Toutes les siquences utili sées ainsi que leurs annaations ort été extraites de la banque
de génomes complets EMGLIib (Perriere, et al., 200@) en utilisant le systeme de requéte
ACNUC (Gouy, €t al., 1989. Seules les fquences de plus de 150 pb omh été utili sées. Les

géenes de phages et d' IS sont identifiés sur la base de leurs annaations.

3.3.1.3 Détedion des genes récemment acquis

Afin de détecter les génes ayant été acquis récemment dans I’ espece A (cas +A-B-C
dans la fig. 3.20, ure requéte de BLASTP (Altschul, et al., 1997 des protéines contenant
plus de 50 addes aminés du genome A est lancée sur une banque nstituée des protéines de
B et C. Un gene est considéré mmme absent des deux autres génomes $ aucune séguence
ayant un score (E-value) inférieur a 0,001 nest détedé dans cete bangue. Ce aitére de
séledion est assz stringent de maniere ane pas prendre en compte de génes ayant trés
fortement divergé. De ce fait, le nombre de génes acquis récemment est sous estimé.
Cependant, d autres uils de score donrent des nombres de géenes tres comparables. Une
requéte de BLASTN (Altschul, et al., 1997 des séquences nucléques correspondant a ces
genes aur les génomes complets de B et C est ensuite effectuée pour vérifier que caux-ci ne
sont pas absents du fait d'erreurs d anndations. Les génes non détedés comme aquis
récenment par cette méthodes sont considérés comme natifs.

3.3.1.4 Détedion des genes perdus

Afin de détecter les genes ayant été perdus récemment dans |’ espece A (cas -A+B+C
dans la figure 3.20), ure requéte de BLASTP (Altschul, et al., 1997 des proténes contenant
plus de 50 addes aminés du génome B est lancée sur une banque nstituée des protéines de
A et C. Un géne est considéré comme ayant été perdu récemment chez A s'il est absent du
génome A (E > 0,00]) et présent dans le génome C (E < 10%%). De méme, les critéres utili sés
ici sont tres gringents, de maniere ane prendre en compte que des géenes effectivement perdus
et sous estiment le nombre de pertes. Mais de méme que dans le ca précédent, les variations
de ces suils n"ont qu' un faible impad sur la quantité de génes identifiés. Une requéte de
BLASTN (Altschul, et al., 1997 des squences nucléiques correspordant a ces genes sur le
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génome complet de A est ensuite dfecduéepou vérifier que ces genes ne sont pas absents du
fait d'erreurs de prédictions.

3.3.1.5 Analyse del’ usage du code des génes natifs et transférés.

Les effedifs de chacun des 59 codors synonymes ont éé cdculés pou chaaun des
genes. Le résultat en est une matrice @ntenant 59 colonnes et autant de lignes que de genes
analysés. Cette matrice peut étre utilisée pou faire une AFC (Anayse Fadorielle des
Correspondances) (Benzécri, 1973 al’aide du logiciel ADE-4 (Thioulouse, et al., 1997%. Il
Sagit d’une analyse multivariée souvent utili sée pour étudier I’ usage du code (Grantham, et
al., 1981 Shields et Sharp, 1989 Medigue, et al., 199)). Elle permet de cdculer la paosition
des fquences dans un espace multidimentionnel en fonction dce I'usage du code & d'en
donrer une représentation graphique dans les dimensions qui maximisent leur dispersion. Les
géenes ayant un wsage du code semblable sont ainsi regroupés. L’ analyse se faisant de maniére
symétrique, il est possble de représenter les codors dans ces mémes dimensions, ce qui
permet de visualiser ceux qui sont resporsable des différents regroupements de geénes.
Plusieurs classes de genes ot considérées : genes natifs, génes transférés, genes de phages et
genes de séquences d’insertion. Pour ne pas biaiser |I’analyse en sur-représentant une dasse
par rapport aux autres, et pou fadliter I'interprétation des graphes, untirage au sort est fait
parmi les genes des classs les plus nombreuses (et notamment la dasse des géenes natifs).

Diff érents tirages au sort donrent des résultats tres semblables.

3.3.2 Réaultats

3.3.2.1 Genes récemment acquisou perdus

Les critéres utilisés ici pour identifier les genes transférés ou perdus récenment sont
trés dringents de maniére a minimiser le nombre de faux positifs. De cefait, comme toutes les
méthodes de détections de transferts, cette méthode ne détede qu’ un sous ensemble des génes
transférés horizontalement. Les nombres de génes présentés sur la fig. 3.21 re représentent

dorc que les genes dont aucun hamologue, méme lointain N apparait dans les génomes
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considérés. Comme nous |I’avons déa précise, ces estimations d’ effedifs ne correspondent
pas nécessairement a autant d’ évenements de transfert du fait de la posshilit € pou les génes
d ére dugiqués apres leur intégration dans un gnome. Cependant, ces chiffres sont
intéressants pou la dynamique des génomes concernés. Dans la plupart des cas, e nombre de
géenes récemment acquis est tres supérieur au nambres de genes perdus. Or, on considere la
plupart du temps que lataill e des génomes est relativement stable, et que les aayuisitions ont
compensées par des pertes (Mira, et al., 200). Ces différences peuvent tenir au fait que la
séguence mnstitue un «instantané» du génome de I'espece, et que si les génes aquis
récenment ont tendance a étre perdus rapidement apres leur aquisition, ces pertes ne peuvent
pas étre détedées. La différence du nambre de gains et de pertes de genes peut dornc &re
interprétée comme I'indice d'un «turn owver » particuliérement important de @s genes. On
peut cependant suppaer par exemple que les uches pathogenes d'E. coli O157:H7
(EDL933 et Sakai) sont dans une phase d’ expansion ¢k leur génome car la quantité de géenes
ayant été aquis recemment est trés importante dors qu elles ne se sont séparées que tres
récanment (la séquence de la plupart de leurs génes est quasiment conservée al100 % au
niveau nwcléique). Ced est cohérent avecla grande diff érence de mntenu en génes qui existe
entre ces uches et cdle d'E. coli K12 (de I’ ordre de 1000 génes). La souche E. coli K12
présente nettement moins d’ aayuisitions de géenes de cetype. La forte propation de génes
perdus dans cette lignée et probablement surestiméedu fait de dugdi cations dans la lignéedes
E. coli pathogenes. En effet, les 273 gnes (ou 283selon la souche d'E. coli prise momme
groupe frere) inférés comme perdus correspondent en réaité al173 (ou 13) familles dans
HOBACGEN (Perriere, et al., 20008. De cefait, dans tous les cas considérés (sauf peut-étre
cdui dE. coli K12), le rappat des aqyuisitions et des pertes montre que la probabilit é
d aqquisition dun gene et au moins égale acdle d’'une perte, ce qui permet d’interpréter les
chiffres d’aqquisition comme des transferts avec un bonee cnfiance. Dans les cas ou le
nombre de perte est trés faible, on re peut complétement exclure la posshilité de deux

événements d’ aqquisiti on indépendants.

Le ca& des enterobadéries permet d'identifier deux clases de géenes transférés en
fonction ck leur date relative d'acquisition: les génes aayuis aprés la séparation des E. coli
pathogenes (O157:H7) de E. coli K12 et avant la séparation des deux souches d’E. coli
O157:H7 (que nouws appelerons « transferts anciens »), et ceux aaquis depuis cette séparation

(« transferts récents »).
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Fig. 3.21: nombres de genes aaquis (fleche vers la branche) et perdus (fleches vers
I’ exterieur) dans les différentes lignées étudiées. Pour les enterobactéries, il est possible
d'identifier des genes acquis plus ou moins récemment en comparant les diff érents arbres de
transferts (genes acquis entre la séparation de K12 des deux O157:H7 et genes aaquis depuis
la séparation des deux O157:H7).

Une fradion tres importante des genes détedés par cette méthode ont des fonctions
inconnwes. Quelques-uns ot annaés comme des protéines membranaires, phages ou IS.
Dans les parties siivantes, ces deux derniéres classes de genes apparditrons dans les

caégories phages et IS.

146



3.3.2.2 Larépartition des génes récanment acquis

La répartition des génes récemment aaquis dans les génomes peut ici étre visualisée

indépendamment d’ éventuels biais de composition. Dans le chapitre précédent, nows avons en

effet montré qu'un bais de mmpasition a proximité du terminus de réplicaion pounait

TER

Nombre
o

0 1000000 2000000 3000000 4000000

position

E. coliK12

0 1000000 2000000 3000000 4000000 5000000
position

E. coliO157:H7

Fig. 3.22:répartition des génes récemment
aqquis détectés par notre méthode dans les
génomes de E. coli K12 e O157H7
EDL933 depuis leur séparation. Seule
O157H7 EDL933 montre une sur-
représentation de ces genes dans la région
duterminus

potentiellement entrainer des surestimations des
genes transférés dans cette région. En  uili sant le
test de x? sous |” hypothése d’ équi-répartition des
genes aqjuis récemment en deux classes
(«proches » et «éloignés» du terminus), nous
avons trouvé que les deux souches d'E. coli
O157:H7 présentaient une sur-représentation
significaive (p < 0,0025 des génes aayuis
réceanment a proximité du terminus dés que la
taill e de la région considérée cmmme « proche »
est supérieure a 500 kb. Cependant, ceci n’est
visible que pou les génes aquis depuis la
séparation davec E. coli K12, mais pas pou les
genes aqyuis apres la séparation dus récente des
deux souches d'E. coli O157H7. Chez
Sdmonella enterica, il faut considérer une région
de plus de 600 kbautour du terminus pour voir
une sur-représentation significative (p < 0,00QL).
De maniére intéressante, dans les génomes de
Sdmonrella enterica et dE. coli O157.H7, les

genes prédits comme ayant été perdus chez les

especes voisines ont également sur-représentés dans la région du terminus de réplication.

Dans les autres génomes, et notamment chez E. coli K12, les génes aqjuis ou perdus

récenment ne semblent pas étre significaivement regroupés dans le région duterminus. Il est

posshle que ce résultat soit di au fait que les nombres inférés de genes transférés

horizontalement sont relativement faibles pour ces génomes. Cependant, chez E. coli

0O157:H7 et S. enterica, les genes acquis récemment ne sont pas représentés de maniére
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symétrique par rappat au terminus (fig. 3.29, ce qui suggere que ce qui est observé n'est pas

rédlement lié ala présence du terminus dans cette zone.

3.3.2.3 Analyse du code des génes transférés horizontalement par I' AFC

LaFig. 3.23montre les AFC pou les quatre genres analysés. La projedion des genes
ainsi que cdle des codors est présentée Nous avons, en plus des géenes natifs et des genes
transférés horizontalement, gjouté, lorsqu'il en existait dans le génome, des genes d' ééments
parasites du génome mmme les phages ou les |S. Dans toutes ces analyses, le premier axe

sépare bien les genes récemment aaquis des géenes natifs.

Fig. 3.23: Pages alivantes, AFC intra-espéass pour les quatre espéces considérées.

En haut, les génes. Les différentes classes nt représentées: nonHT : genes natifs; HT : génes
aqquis récenment (Pour E. coli, setl : transferts aprés la séparation des O157:H7 et set3: transferts
avant laséparation des O157:H7) ; IS : Séquences d’insertion ; Ph : phages. )

En bes, les codans. Les codons sont édatés en fonction de la nature de la base en 3™ pasition
(A, T,C,G). Les deux graphes ont superposables ce qui permet d’identifier les codans responsables
des regroupements de génes. Le pourcentage de variance epliquée par les axes est indiqué entre
parenthéses.
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Salmonella enterica
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Helicobacter pylori
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Streptococcus pneumoniae
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Chez E. coli et Salmonella, ce premier axe @rrespond esentiellement a une séparation des
codors £ terminant par A et T des codors £ terminant par G et C. Chez Helicobacter, on
observe la méme tendance méme si ce sont les codors $ terminant par A qui semblent étre
plus fortement oppcsés aux codors € terminant par C. Chez Streptococcus, la séparation
A+T3/G+C3 se fait plutét sur le deuxiéme ae. Dans toutes ces analyses, on peut remarquer
gue le mdonATA (codant pour I’isoleucine) est systématiquement placé aun des extrémes
du premier axe, la plupart du temps en compagnie du codonAGA (Arginine). Le donAGG
(Arginine) est également proche de ces codors dans les AFC correspondant a E. coli,
Salmonella et Streptococcus (en compagnie du codon TTA-Leucine, dans ce cas). Ced
suggére que ces codors ont particulierement resporsables de la séparation des genes
transférés et natifs. Si I’on olserve les fréquences de ces codors dans les diff érents groupes de
genes, I'on sapercoit que pou l'isoleucine cez toutes les espéces et I'arginine ez
Escherichia et Salmonella, les génes natifs montrent un évitement de ces codors dors que les
genes transférés montrent des fréquences plus proches de I’ équiprobabilit é&. Pour I’ arginine,
les génes acquis récemment par Helicobacter et Streptococcus montrent un ret biais vers le

codonAGA, qu est absent des génes natifs.

Helicobacter Salmonella Escherichia Sreptococcus
nouveaux anciens
Natifs HT IS | |Natifs HT 1S Phageq |Natifs HT HT IS Phaged |Natifs HT IS
ATA| 0,12 026 0,27|| 0,08 023029 0,12 || 0,06 032 025 0,23 014 || 0,08 0,25 0,12
| ATT|0550 050 0,36||0,49 048033 047|051 037 046 034 046 ||054 057 048
ATC| 0,38 0,24 0,37||043 0,290,38 041|043 031 029 043 040]]|0,38 0,18 0,39
AGA| 0,26 045 0,58||0,03 0,140,126 0,07 || 003 018 0,15 0,08 0,09 || 0,14 0,36 0,25

o
(@]

AGG| 0,25 0,18 0,21|| 0,02 0,100,126 005 ||002 016 008 0,07 0,07 || 0,04 011 0,07
CGA| 0,07 0,07 0,04|| 0,06 011019 008|006 010 011 012 008|011 0,11 0,20
R CGT| 0,14 0,14 006|035 0,260,24 030|039 017 026 030 030 || 050 028 0,27
CGC| 0,25 0,14 0,06|| 043 0,230,13 036|041 023 025 026 026|017 0100,16

o
N

CGG| 0,03 0,02 0,04|| 0,11 0,150,111 0,13 || 0,09

o
[N
~
o
[N
(6}

0,16 0,20 || 0,04 0,04 0,07

Tableau 3.2: Fréguences relative des codons s/norymes de I’ Isoleucine (1) et de I’ Arginine (R) pour
les différentes classes de génes dans les quatres espéaes. Les codans en gras ont ceux identifiés
comme éant particuliérement discriminants dans |’ AFC.

Comme nous |I’avons déa mentionné plus haut, la presque totalité des genes détectés
comme transférés horizontalement par la méthoce utili séen’ ont pas de fonction conrue. Par
contre, certains genes non détectés par notre méthode se trouvent dans le nuage des genes
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transférés horizontalement. Les fonctions de ces génes laisent suppeer qu'il s agit
eff ectivement de genes transférés. Ainsi, ontrouve beaucoup e protéines membranaires liées
a la virulence, a des systemes de sécrétion. Chez Streptococcus et Helicobacter, on trouve
également des enzymes de restriction et de régulateurs de transcription. De maniére
surprenante, nous avons identifié parmi ces génes chez H. pylori une protéine ribosomale
(RPSL4). Celle d a é&é décrite sur des arguments phylogénétiques comme aant subi de
nombreux transferts, naamment chez les proteobadéries et pourait étre en relation avec un

mécanisme de résistance acertains antibiotiques (Brochier, et al., 2000.

3.3.2.4 AFC sur les genes de qudre especes

La fig. 3.24 représente les deux premiers axes de I’AFC sur les génes des quatre
especes. La part de variance epliquée par les axes 1 et 2 est respedivement de 22,98 % et
7,29 %. Les €lli pses représentent 90 % des points d’une cdégorie, et un test de MANOVA
montre que tacune des caégories présentées est significativement distincte des autres (p <
10%. La figure et déoomposée @ quetre parties superposables pour une plus grande
lisibilité. Le premier axe est surtout déterminé par la richesse en A+T des codors (voir fig.
3.24D). Lafig. 3.24A représente les dlli pses corresponchnt aux génes natifs. Le centre de
gravité de chague dli pse est indiqué par un pant. Les deux autres parties (fig 3.24B et 3.24C)
représentent respedivement les genes transférés horizontalement et les IS. Les phages ne sont
pas représentés du fait de I'absence de donrées pour Streptococcus et Helicobacter. Les
fleches représentent le déplacement du centre de gravité des génes transférés et des IS par
rappat a ceui des genes natifs. On remarque que pou les génes transférés horizontalement,
le déplacement du centre de gravité se fait esentiellement sur le premier axe, en diredion des
codors riches en A+T, et que ces genes montrent une moins grande disparité que les genes
natifs au niveau de I'axe 2. Le décdage vers I'A+T des genes transférés est d’ autant plus
important que les genes natifs sont riches en G+C. Le déplacanent du centre de gravité des IS
se fait de maniére assez analogue sauf pou E. coli, oule déplacement se fait principalement
sur I'axe 2. 1l est intéressant de noter que pour E. coli et S. enterica, les genes natifs d' une
part et les génes transférés horizontalement d’ autre part occupent des positions proches dans
I’ AFC.
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Fig. 3.24: AFC inter-espéce Les quatre parties de la figure sont superposables. Les ellipses
Se: Salmonella enterica ;

représentent 90% des points d'une dasse. Hp :Helicobacter pylori ;

EcA : Escherichia coli ;
aqquis récemment ;

155

Sp : Sreptococcus pneumoniae. Non HT : génes natifs; HT : génes
IS: séquences d'insertion. En bas a droite, les codors correspondant. Les
codors relativement riches en A+T (contenant au moins deux A ou T) sont soulignés. Les
fléches représentent le déplacement du centre de I'ellipse de génes transférés et des IS par
rapport au centre de I’ ellipse des génes natifs.
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3.3.2.5 La composition en bases des genes transférés horizontalement, phages et 1S

Les genes récemment aqquis et perdus montrent, pou tous les génomes étudiés des

taux de G+C en troisiéme paosition des codors tres sgnificaivement inférieurs au reste du

génome (p < 0,0001,test de Mann-Whitney) (voir plus loin, fig 3.25. Ced est également

vrai, qudgue moins marqué pou les premiére @ deuxiéme pasitions des codors. Ce résultat

est particuli érement surprenant pour des espéces comme Streptococcus et Helicobacter dort

les génomes ont des taux de G+C3 relativement bas (respedivement 35 % et 41 %). Ced

signifie que quell e que soit larichesse en A+T du génome, |es genes transférés ont tendance a

étre plus riches en A+T que leur génome héte. De maniére intéressante, dans les génomes ou

les eff ectifs de genes ayant été perdus ont suffisants (les deux Sdmonella et les E. coli K12),

il existe ggalement un forte tendance (p < 0,0001,test de Mann-Whitney) de ces génes a ére
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Fig.3.25: Taux de G+C3 moyen des différentes classes de
génes identifiées dans cette analyse. Les barres représentent
95 % dintervalle de onfiance HT : génes transférés
horizontalement (selon ndre méthode) ; HT récent : genes
aquis depuis la séparation des deux E. coli 0157:H7; HT
anciens: génes acquis avant la séparation des deux
O157:H7; 1S: genes annotés comme gpartenant a un
élément transposable bactérien; phages: génes de
badériophages; natifs: génes n’appartenant & aicune de
cesclasss.
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plus riches en A+T que le reste du
génome. Ced suggere un «turn-
over » plus important pou les
genes riches en A+T dans ces
génomes. Chez E. coli O157:H7, Il
est intéressant de noter que les
genes transférés les plus anciens
montrent des taux de G+C
légérement supérieurs aux genes
présents dans le génome depuis
moins longtemps, ce qui peut étre
du

d’amélioration decrit par Lawrence

le témoignage procesaus
et Ochman (Lawrence & Ochman,

1997.

Rocha @ Danchin (2002
ont récanment mis en évidence que
les éléments parasites des génomes

étaient couramment biaisés vers les



nucléotides A+T. Nos résultats montrent que ¢’ est également le cas des genes transférés, et ce
guelle gue soit la richesse en A+T du génome héte. Les mécanismes de transferts des genes
impliquent souvent des g/stemestels que les IS et les phages, et I'on peut suppaser que le fait
d' utili ser ces moyens de transport biaise la compasition en bases de ces génes. Cependant, les
résultats de I’ AFC suggerent que les IS et plus particuliérement les phages ont beaucoup
moins biaisés au niveau de leur compasition en A+T. Lafig. 3.25montre les taux de G+C3
des génes des différentes classes éudiées ici dans les quatre espéces. Les mémes tendances
sont observées pou le taux de G+C aux autres paositions (résultats non pésentés). Seuls les
genes natifs et transférés ont présentés pou Helicobacter car les génomes des deux souches
ne ontiennent pas de phages annaés comme tels et seulement un nanbre trés faible d'1S. De
méme, Sreptococcus ne morntre pas de séquences de phages annadées. Ces résultats
contredisent I’ hypathese précédemment formulée que les génes transférés horizontalement
pouraient adopter la composition en base de leurs « moyens de transport » car ces derniers
semblent présenter une richesee en A+T moindre. |l faut noter cependant que les phages
considérés ici sont des phages présents dans la séquence mmpléete des génomes et dorc qu' |l
S agit en cda de phage tempérés. Rocha @ Danchin (2002 ont en effet montré que les phages
virulents avaient une tendance aétre plusriches en A+T que les tempérés.

3.3.2.6 Sledion agssant sur les différentes classes de genes

Sueoka (Sueoka, 1988 a propasé un moyen de mesurer I'importance de la séledion
Sexercant sur un gene quil a gpelé « Relative Neutrality Plot ». Cette méthode wmnsiste a
tracer un graphique représentant le taux de G+C aux positions contraintes au niveau de la
protéine (positions 1 et 2 des codors) en fonction ce la position la moins contrainte par la
séledion, lapasition 3.Bien que latroisieme position des codors ne soit pas purement neutre,
elle et cdle qui présente la plus grande variabilit € en contenu en bases au sein des génomes.
Ell e présente également la meill eure crréation entre son contenu en G+C et cdui des régions
non codantes voisines. Enfin, I'effet de la sélection traductionrelle acette position est faible
en comparaison ce la sélection au niveau de la protéine. De cefait, elle et la position qu
refléte le mieux les contraintes mutationrelles qui s'exercent sur le gene (Sueoka, 1995
Sueoka, 1999. La pente dtendue de la crrélation linédre calculée entre les paramétres est
égale al s les fguences ne subisent aucune ontrainte sélective, et est d’ autant plus faible
gue la séledion est forte. Sueoka (Sueoka, 1999 a gpliqué cette méthode pour quantifier
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I’influence relative de la mutation et de la sélection sur I’ évolution des génomes badériens.
Dans natre cas, il est intéressant d’ éudier ces corréations en fonction des différentes classes
de genes, afin de savoir si certaines ot plus LuUMises a séledion qie d autres. Les résultats
présentés fig. 3.26représentent le taux de G+C en premiére d@ deuxiéme paositions en fonction
dutaux de G+C3 pou Escherichia coli O157:H7. Les mémes tendances ont été trouvées chez
Salmonella, Sreptococcus et Helicobacter. Comme dtendu, les génes natifs montrent une
corrélation avec une pente &%z faible etre ces deux paramétres (0,241; R°=0,2129. De
maniére intéressante, ce sont les genes aaquis le plus récemment qui présentent la pente la
plus forte (0,568; R?=0,446, suivis des transferts plus anciens (0,451; R?*=0,553, ce qui
témoigne peut-étre de I’amélioration de ces derniers (au sens de Lawrence ¢ Ochman, 1997.
Ces fortes pentes témoignent du fait que le mntenu en base de ces genes est essentiell ement
déterminé par des pressons de mutation. Les phages montrent une pente (0,3; R?*=0,392
beaucoup pus proche des genes natifs ce qui témoigne d’'une presson ce séledion dus
importante que sur les genes transférés récemment. Pour comparaison, nows avons également
cdculé la pente de la crrélation pou des genes de plasmides d'E. coli extraits de Genbank
Release 130 (Benson, et al., 2003 : le wefficient (0,288; R?*=0,301) est proche de céui
observé pour les phages.

Les génes des ééments transposables (IS) montrent une @sence totale de crrélation
(R°=0,00]) ce qui est particuliérement surprenant. Cette tendance est retrouvée également
chez Salmonella et Sreptococcus, ce qui suggere que cerésultat n’est ni un artefact, ni un cas
particulier a E. coli O157:H7. Il semble dansi que la composition en bases des premiére d
deuxieme bases des codors it indépendante de la composition ke la troiseme dez les

éléments transposables de ces trois especes.
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3.3.3 Discussion

3.3.3.1 Leterminus, unsite préferentiel d’insertion ?

D'aprés le test de x* effedué, plusieurs génomes montrent une sur-représentation
significaive des génes aqquis récanment dans une grande région située aitour du terminus.
Nous avons vu dans le chapitre précéalent que la présence de sites ter powait bloquer la
fourche de réplication dans cette région et ainsi potentiell ement augmenter la probabilit é de
recombinaison avec un ADN exogene du fait de la présence d ADN simple brin. Cependant,
cette tendance n’ est pas observéedans tous les génomes. De plus, la distribution de ces genes
dans le génome d'E. coli O157H7 présentée fig. 3.22 suggére que cest une région
relativement proche du terminus plutét que le terminus lui méme qui est sujette a de
nombreuses insertions. Or, les évenements d'insertion des genes dans le génome ne sort pas
indépendants les uns des autres. C'est un plénomene de cetype qui est a I’origine de la
formation dilots de pathogénicité (Hadker et Kaper, 200Q. Ainsi, I'insertion dunilot a un
site dans le génome va augmenter la probabilit € d’insertion d un autre ilot au méme site du
fait de la recombinaison hamologue entre les répétitions diredes qui les encadrent et dorc
provoquer I'accumulation de genes transférés a ce site. La nature contingente de ce procesaus
d'insertion peut provoquer une wrrélation artificielle azecla position duterminus. Perna et
al. (Perna, et al., 200) ont montré que dhez E. coli O157:H7, la taill e des Tlots a tendance a
étre beaucoup pus importante que cez E. coli K12. La fig. 3.22 suggere que la région
proximale ai terminus pourait contenir un regroupement d'ilots. Le regroupement de ces
genes aayuis récemment pourait donc ne pas étre di a la proximité du terminus en elle

méme.

3.3.3.2 Lariches® en A+T des génes transférés horizontal ement

La tendance des genes transférés horizontalement a ére riches en A+T adéa é¢€ notée
par de nombreux auteurs (Medigue, et al., 1991 Syvanen, 1994 Lawrence & Ochman, 1997.

Nous avons cependant montré que cdte tendance et vraie méme pou des génomes
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relativement (H. pylori) ou trés (S. meumoniae) riches en A+T. Ces caradéristiques
communes tendent a remettre en question certaines idées ur les transferts horizontaux.
Notamment, Lawrence & Ochman (Lawrence @ Ochman, 1997 suppcsent, lorsgu'ils
détedent les génes récemment acquis et qu'ils cdculent leur degré d amélioration, que ces
géenes ont adaptés au contexte génomique d' une espéce doignée. Nos résultats suggerent,
selon cette hypothése, gue les génomes domeurs ont une forte tendance aétre plus riches en
A+T que les génomes accepteurs, ou hen quil éxiste un hais au niveau de I’ entrée d/ou ce
I”’ADN exogene dans le génome. Ced pourrait s expliquer par une barriére physique liée ala
pénétration dans la cdlule, comme par exemple une tendance des enzymes de restriction a
possder des stes de reconraissance relativement riches en G+C. Nous avons en effet calculé
gue les stes listés dans la base d’ enzyme de restriction REBASE (Roberts et Macdis, 2000
présentent un taux moyen de G+C supérieur a 70 %, apres élimination ce laredondance, mais
ced pourait étre lié aun hais introdut par la sélection denzymes d'intérét industriel.
Cependant, on comprend mal pouquad le biais des génes transférés s ferait toujours
relativement au génome héte. En effet, si les génes transférés ont une forte tendance aétre
plusrichesen A+T que leur génome hdte, ceux présents chez les badéries riches en A+T sont
plus riches en A+T que eux présents chez les bactéries ayant un taux de G+C moyen.

L’ hypothese d'un crible d aux enzymes de restriction parait donc peu probable.

3.3.3.3 Lesgenes récemment acquis portent-t-il s la marque d' hétes antérieurs ?

Une aitre aradéristique de ces genes est leur tendance aadopter une compasition en
bases, et probablement en acides aminés, principaement déterminée par la mutation, comme
le suggerent les « Relative Neutrality Plot ». Ce biais ne semble pas avoir d’ équivaent dans
les classes de génes que nous avons éudiées et les pentes observées entre le G+C12 €t le
G+C3 s apparentent plus a cell es rapportées par Sueoka (Sueoka, 1999 pou la wrréation
entre le G+C intergénique € le G+C3 (de I'ordre de 0,7). On pourait imaginer que ces
séquences représentent des erreurs de prédiction e génes et ne sont pas exprimeées.
Cependant, bien que la plupart des génes détectés comme ayant été aqjuis recemment n’ont ni
homologue, ni fonction conrue, leur usage du code s apparente fortement a ceux de genes de
lavirulence, derésistance de protéines de séaétion etc... (voir sedion 3.3.2.3 De plus, Alimi
et al. (Alimi, et al., 2000 ont montré qu'il est probable que les génes orphelins prédits chez

E. coli soient eff ectivement transcrits.
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Aingi, il semble que quelle que soit |’ espece dans laguelle on les trouve, les genes
transmis horizontalement portent les traces d'un fort biais mutationnel vers A+T, dort
I"intensité est bien supérieure acelle observée non seulement chez les genes natifs mais
également chez d'autres ®quences parasites des génomes badériens comme les plasmides,
les IS oules phages. Ced suggére que ces génes forment bien, comme I’ avaient impli citement
suppasé Médigue et al. (Medigue, et al., 1991, une dass de génes cohérente non seulement
pou leur taux de G+C, mais également pou les contraintes fonctionrell es et mutationrell es

gu'ils subissent.

1.0, 3
e Sueoka (Sueoka, 1999 acalculé |a pente de
P
g ¢ VA la corrélation ks diff érentes positions des codors
2 = = Va .
@ s g 3 o p . p .
2 e 54§ B au G+C3 dans un échantillon représentatif
T L3 LI a4 ST e . B _
d o5 1 ;E;E,x-*”" ety d espéces badériennes. || montre que la relation
o T = o, _er oot
& s .- e : 5332 entre G+C3 moyen et G+Cl2 moyen est
I3 - ey s 233
= L—a O« = 53 e o
< e $3sT constante dans tous les génomes badériens, et
R g5 . [ .
-L' 4 s 8 que le wefficient de corrélation qu lie ces deux
e a &
e T Tos T o fadeurs est de I’ordre de 0,25.11 en résulte que la
Average P corrélation attendue entre ces facteurs pou des

. . . génes aqquis d'especes bactériennes prises au
Fig. 3.27: « Relative Neutrality Plot » sur

un édantillonnage représentatif  des
especes badériennes en terme de taux de
G+C du génome. Le graphe représente le
taux de G+C moyen en premiére position
(G+C1, carés blancs), en deuxieme
position (G+C2, pdnts blancs) et la
moyenne pour ces deux positions (G+C12,

hasard est de 0,25. Nous avons confirmé cette
prédiction par des tirages aéaoires de genes
badériens dans la base de donrées GenBank
Release 130 (Benson, et al., 2002. Les pentes
cdculées nt proches de 0,3 (donrées non

points noirs) en fonction du taux de G+C3.
Extrait de Sueoka, 1999

présentées).

Lawrence @ Ochman (Lawrence @ Ochman, 1997 ont modéisé la dynamique
d amélioration dun géne gparaissant dans un ggnome. Selon leur modéle, la position non
contrainte (la troisieme position des codors) est celle dort I’ adaptation au biais mutationrel
du nouv héte se fait le plus rapidement, la cmposition des autres positions et
particulierement de la deuxiéme paosition des codors variant trés peu. On paurrait imaginer
que la forte pente pou les genes transférés it due au processus d amélioration qu doit
modifier le taux de G+C des génes de maniéeres différentes pour les trois paositions des codors.
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Cependant, la divergence des genes natifs entre les deux souches d'E. coli O157:H7 est s
faible (les $quences nt quasiment toutes identiques au niveau nucléique) qu’il est difficile
d envisager que des genes acquis apres leur séparation aient eu le temps de subir untel biais.
On re peut dorc pas attribuer e fort coefficient observé ez les génes aayuis récenment ala
presson ce mutation quils sibissent dans leur nouvel environnement génomique. Par cortre,
les genes acquis depuis plus longtemps (« HT anciens», fig 3.26) montrent une pente plus
faible que ceux aayuis plus récemment, ce qui peut témoigner d'un procesaus d’ amélioration

en marche.

Il semble donc que, de méme que les IS, les phages ou les plasmides ne présentent pas
une cmpasition en base héritée d un hde quelconge (Rocha @ Danchin, 2003, les génes
aqjuis récemment n'aient pas les caractéristiques attendues de génes adaptés a un hdae
antérieur. Cependant, ces genes & démarquent également des IS, pheges et plasmides ce qui
suggére que leur compasition en bases n’ est pas un conséquencedu fait qu'il s peuvent utili ser
ces parasites du génome pou se déplacer. Les diff érences importantes de ces génes au niveau
de leur composition en bases suggerent que les méthodes de prédiction des genes transférés
horizontalement identifient effectivement des genes dort la présence dans le génome et
récente. Cependant, il se pourat que les raisons de ces différences et dorc de leur
identificaion comme genes transférés ne soient pas cdles couramment invoquées. Si nos
résultats outiennent I'existence d'un pocessus d amélioration comme celui déait par
Lawrence & Ochman (Lawrence & Ochman, 1997, il semble cependant que pour la plupart
des genes, cette alaptation au nouwel environnement génomique ne se fasse pas a partir d’'un

usage du code typique d' une aitre espece badérienne.

Les pressons resporsables de larichese en A+T des génes transférés restent obscures.
Rocha @ Danchin (Rocha & Danchin, 2003 ont suggéré que certaines quences parasites des
génomes pounaient avoir unintérét a s enrichir en A+T, du fait de la plus grande disponbilit é
des ATP dans la cellule. Cependant, si ce modele pourait expliquer la richese en A+T de
genes transférés égoistes, il faut y ajouter une dténuation e cdte presson avec le temps,
puisque plus les genes persistent dans le génome, plus ils sSappauvrisent en A+T. Reste
I hypothése d’'un Kais d'incorporation des genes riches en A+T dans les génomes au niveau
de la pénétration dans la cellule ou encore de I'incorporation au génome. Comme nous
I’avons dgja naté, il semble que les enzymes de restriction dort le site de mupue est connu
présentent une préférence statistique pour les stes riches en G+C. Cependant, |a recherche
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des stes de restriction re fait probablement pas |I'objet d’'un criblage déaoire d des intéréts
indwstriels peuvent biaiser ce résultat. En outre, cette hypathese est difficilement envisageable
dans le ca des génomes riches en A+T. |l est particuli érement remarquable qu’ une tres forte
propation des genes identifiés comme transférés horizontalement n’aient aucun hamologue
connuchez aucune aitre espeéce Comme le notent Alimi et al. (Alimi, et al., 2000, malgré
I’acaimulation de séquences dans un spectre d’ espéces de plus en plus vaste, chaque nouveau
génome sequenceé présente un forte proportion de genes non caraderisés, dort un nanbre
significaif sont des genes orphelins dricts. 11 semble que les genes transférés appartiennent
préférenticllement a cdte derniere dass, ce qui rend la compréhension ce leur évolution

particuli erement déli cae.
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4 Discusdon générale et conclusion

La reconstruction ce I'histoire @ des mécanismes évolutifs a I'cauvre dez les
procaryotes constitue un d&fi pour les biologistes. Certes, nous commencgons a disposer de trés
grandes quantités de séquences, mais notre vision e la diversité de ces organismes est encore
extrémement laaunaire. Des donrées aduellement disponibles certains auteurs ont déduit
I'image d’'un monde procaryote mmplétement chimérique, ou I’abordance des transferts
horizontaux serait telle que les génomes ne seraient que des vedeurs transitoires de genes, et
que tenter de reconstruire la phylogénie des espéces serait vain. Cependant I’ étude dtentive
des donrées et des résultats qui ont condut a ce mnstat montre un amalgame de plusieurs

caégories de faits dornt la mnnexion riest pas forcément tres claire.

D’un coté, le mntenu en genes des différentes ouches d'une méme espece peut étre
extrémement variable. Par exemple, si le génome d'E. coli K12 contient de I’ ordre de 4600
genes, ceux des ouches pathogénes O157:H7 peuvent en avoir plus de 5600. L’ analyse du
contenu en G+C des genes des génomes de ces badéries révele qu'il existe une variabilit é
importante entre les génes, et que, parmi les plus atypiques d’entre eux en termes de
composition, se trouvent des genes liés a des contraintes Fedives fortes (comme la
résistance aix antibiotiques, la virulence dc...). Les différences de mntenu e ces genes ont
interprétées comme I’indice qu’ils proviennent d’ especes éloignées. Cependant, ure majorité
de ces genes ont des fonctions inconnues et corresponcent méme ades « orphelins », qu' on re

retrouve dans aucune autre espece onrue (voir sedion 1.7).

D’un autre mté, un certain nambre d'études phylogénétiques ont montré que des
transferts powaient avoir lieu pou des genes impligués dans des fonctions cdlulaires trés
diverses, jusque dans les plus fondamentales d entre dles (voir par exemple Brochier, et al.,
2000, et ce méme entre organismes éloignés. Un petit nombre de ces cas gedaculaires ont
été bien décrits et montrent indulitablement que les transferts horizontaux sont un fait réd
dans le monde procaryote & permettent |’ exploration de nouveaux milieux. En effet, I’ éude
attentive de ces cas révele souvent un lien avec un avantage sélectif fort : on peut citer par

exemple I'aqquisition par plusieurs badéries d'une Isoleucyl-ARNt synthétase aicaryote
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ayant probablement conféré a ces premieres des propriétés de résistance a certains
antibiotiques, ou encore le transfert de genes d ATP/ADP trandocase aicaryotes a des
parasites intracdlulaires bactériens, ce qui leur permet d'utiliser I’ATP de leur héte (voir
Koornin, et al., 2001 égaement pou d autres exemples). Des transferts entre bactéries d'un
géne acdant pou une protéine ribosomique ont également été identifiés, probablement en
relation avec la résistance aun antibiotique (Brochier, et al., 200Q. D’autre part, de trés
nombreuses phylogénies présentent des incongruences marquées. Dans ces cas, aucun
transfert horizontal en particulier n’ est identifiable. Cependant, ces topdogies aberrantes ort,
par défaut, interprétées en terme de transferts horizontaux (Jain, et al., 199; Nesbo, et al.,
2001, Zhaxybayeva @ Gogarten, 2003. L’abondance des transferts observés au niveau des
souches badériennes a fait du transfert horizontal |’ hypothése la plus parcimonieuse pour
expliquer les incongruences phylogénétiques. Or, les méthodes phylogénétiques, surtout a
I’echelle d'un groupe auss vaste d diversifié que les bactéries, ne sont pas exemptes
d artefads. Peut-on a ce paint faire @nfiance aix méthodes phylogénétiques et les deux
caégories de méthodes (phylogénétique @& composition des genes) observent-ell es vraiment le

méme phénomeéne ?

Nous avons montré dans ce travail quil est posdble d’ extraire des familles de genes,
des informations congruentes aur la phylogénie des badéries. Ceci requiert de mettre au pant
des méthodes de recherche de la mngruence des domées. D’autres travaux, par des
méthoddogies trés différentes obtiennent des résultats tres ssmblables, au moins en ce qui
concerne la phylogénie des bactéries (Brochier, et al., 2002. Ces résultats relativisent I'idée
selon laguelle la métaphae de |'arbre serait inapropriée pou représenter |’ histoire des
procaryotes (voir section 1.§. De plus, il est assez remarquable que lorsque I’on compare les
topdogies obtenues pour diff érentes familles de genes, ce sont les arbres qui contiennent le
plus d’' espéces qui tendent a ére les plus congruents entre aux (voir sedion 2.3.2.2. Ced
suggere qu'il est possble que la majorité des arbres incongruents le soient parce que les
méthodes de reconstruction sont incgpables de reconstruire leur histoire. Plusieurs travaux ont
en effet montré qu' un faible échantill onrage taxonamique pouwait avoir des conségquences
désastreuses aur la reconstruction phylogénétique (Lecointre, et al., 1993 Philippe d
Douzery, 1994 Adadi et Hasegawa, 1996. De ce paint de vue, il est symptomatique que les
études basées aur laméthode de « LikelihoodMapping » utili sant des quartets (arbres a quatre
especes) (voir section 2.2.2 soient cdles qui observent le plus d’incongruences entre les
donrées et concluent a des transferts extensifs (Nesbo, et al., 2001 Zhaxybayeva & Gogarten,
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2002. Jain et al. (Jain, et al., 1999, en uilisant des comparaisons de topdogies, ornt
remargué que les arbres reconstruits a partir de genes impli qués dans des fonctions cdlulaires
esentielles comme la réplicdion, la transcription et la traduction tendent a présenter moins
dinconguences (voir auss sedion 2.2.). lls suggérent, probablement a juste titre, quun
transfert est d’ autant moins susceptible de fonctionrer que la protéine codée par le gene ades
interadions multi ples et complexes avec les autres protéines de la cellules. Cependant, si un
telle protéine est soumise ades pressons de séledion qu rendent improbable son transfert, sa
sequence doit également étre plus contrainte qu’une autre, et son taux d’évolution moindre.
Ains, le résultat de Jain et al. (Jain, et al., 1999 peut également s interpréter comme suit :
nows svons mieux reconstruire la phylogénie des protéines ayant des interadions multi ples,

dufait des contraintes particulieres qui s exercent sur ell es.

Nous présentons également des résultats qui suggerent que les genes qui sont
resporsables des différences remarquables de cntenu en genes des génomes entre souches
sont atypiques a bien des égards. La forte tendance aune richese en A+T par rappat au
génome héte tend amontrer que ces génes ne présentent pas des caractéristiques attribuables a
un quelconqe héte antérieur, et leur composition auss bien en bases qu en addes aminés
semble avant tout étre déterminée par des pressons (probablement mutationell es) s exercant
au niveau de la séquence nucléique. Cependant, nows avons également montré que la seule
richese en A+T ne pouvait pas constituer un critere de détedion des genes aquis
horizontalement du fait d'une structuration intrinseque des génomes, probablement liée ala
réplication. L’écrasante majorité des genes qui ont effectivement éé acquis récemment
N’ appartiennent pas a des familles pou lesquelles il est envisageable de reconstruire une
phylogénie : la plupart sont rarement ou pes du tout représentées dans d’ autres génomes. Si
cette observation met I'accent sur les lacunes de notre perception dumonde procaryote, elle
suggere surtout que ces genes appartiennent a une cdégorie apart, quil est hasardeux de
rapprocher de cdle des génes dornt la fonction est caradérisée ¢ qui sont utilisés pour

reconstruire des phylogeénies.

Ainsi, les procaryotes semblent échanger de I’ ADN en grande quantité mais alafois la
provenance € la nature de ces séguences restent indéterminées. Notamment, ncs analyses
montrent que | hypathese généralement admise que la diff érence marquée de composition en
nucléotides des genes transférés est due au fait qu'il's proviennent d’un hée doigné eplique
mal les caadéristiques de la plupart d' entre aux. D’autre part, pou la grande majorité des
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familles protéiques dort nous disposons pou faire de la phylogénie, nows ne pouvors pas
considérer que I’ échantill onnage taxonamique @ la onservation dusigna phylogénétique
sont suffisant pour résoudre la phylogénie € attribuer I’incongruence des arbres a des

transferts horizontaux est une sur-interprétation des donrées.

L’ absence de chainors manquants fossles dans les diff érentes couches géologiques a
longtemps été interprétée seulement en terme de laaunes des archives pal éontol ogiques. Aprées
des sedes de fouill es, Gould et Eldredge (Gould et Eldredge, 1993 ont fini par proposer que
ces laaunes étaient un résultat biologique: I'évolution procéderait par saut rapide entre de
longues periodes de « stases » morphdogiques et |’ observation des gades de transition serait
impossble du fait de leur faible durée al’ echelle des temps géologiques. Cette théorie des
« équili bres ponctués » a a1 unappat considérable anotre vision ¢ I’ évolution ndamment
du fait des débats qu' elle asuscités. Aprés a peine une décennie d’ éude des génomes, de
nombreux microbiologistes €mblent d§ja avoir tranché le débat qui aurait pu avoir eu lieu sur
I”abondance @ la nature des genes transférés horizontalement : ils ont largement pris comme
un résultat ce qui pourait n’'ére d0 quaux laaunes de nos donrées aur la biodiversité des
procaryotes. De I’ ordre de 5000 espéces de procaryotes ont été déaites a cejour, mais les
techniques moléaulaires d’ analyse de la mmpasition des communautés microbiennes dans
I’ environrement suggérent qu' ell es ne représentent qu’ une partie infime de la diversité réelle
(Rossllo-Mora & Amann, 200). Dans ces condtions, nare capacité arewmnstruire des
phylogénies suffre de I'absence de ces «chainoms manquants» ca un meill eur
édantillonrege de la diversité permettrait probablement d'éviter un certain nambre
d artefads méthoddogiques. Cependant, pusqu'il faut faire asecces laaunes, il est nécessaire
de mettre au pant des méhodes qui, non seulement permettent de prendre en compte la
grande quantité de donrées disponibles, mais également identifient les génes qui appartent un

signal phylogénétique dans le jeu de donrées considéré.
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5 Perspectives

Les perspectives de ce travail sont nombreuses: la phylogénie des procaryotes est
encore loin d étre résolue @ notre mmpréhension des mécanismes al’ ceuvre dans I’ évolution
des génomes, naamment via |I'acquisition de cdte dase trés particuliére de genes qui
congtituent visiblement la majorité de I’ADN transféré dans les génomes, est encore tres
parcdlaire. Cependant, j’ espére que les résultats présentés ici montrent qu'il n’est pas vain de
rechercher cette phylogénie. L’ appat de nowelles quences, et notamment une meill eure
représentation ce la diversité des procaryotes devrait permettre d’améliorer la résolution des
relations profondes entre les divisions badériennes et I'approche par superarbre devrait y
contribuer. Plus techniquement, le maintien d HOBACGEN-CG et surtout |’ automatisation ce
cataines étapes de recherche des familles de genes utilisables pou la reconstruction
(reconnaissance des familles qui contiennent des paralogies) sont un des axes de
développement a privilégier. De plus, la méthode de superarbre dépend ce la quaité des
arbres qui lui sont fournis, et I'incorporation de méthodes plus performantes (comme par
exemple le maximum de vraisemblance prenant en compte |'hétérogénéité des taux
d évolution entre sites) a la procédure de reconstruction devrait améliorer grandement les
résultats. Une méhode dternative, abondamment abordée dans cette these, est celle de la
concaénation des fquences. Cell e-ci nécesste d une part d'identifier les famill es portant des
informations congruentes, et le test d'ILD-BIONJ sous réserve d amélioration ducdcul des
distances pourait y contribuer. Une méthode dternative qui semble particuliérement
performante a &€ proposée par Brochier et al. (Brochier, et al., 2009 et Matte-Tailli ez et al.
(Matte-Talilli ez, et al., 2009. Mais quelle que soit la méthode de sélection des genes a
concaéner, les méthodes de phylogénie ont besoin d étre alaptées pour pouvar prendre en

compte la diversité des modes d’ évolution des genes compasants ces super-alignements.

L'analyse intrinséque des génomes révéle une régionalisation du chromosome ez
certaines especes, et notamment I'importance de la locdisation des génes dans le génome sur
la maniere dort ils évoluent. Les hypathéses que nous avons émises peuvent étre testées de
diverses maniéres. D’ abord, comme nous I’ avons déja suggéré, par |’analyse par parcimonie
de génomes complets proches. Un nanbre conséquent de genomes de diverses ouches d'E.
coli devrait ére disporible acourt terme & permettre de vérifier s'il existe un taux de
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mutation dus fort et un Hais mutationrel vers A+T dans la région de terminus de répli cation
chez cette espéce D’autre part, le mécanisme moléculaire dont nous avons suggéeré qu'il
pourait étre a l'origine de cete régionaisation peut étre testé, du pont de vue
bioinformatique, en essayant de mettre en relation la présence d'un mécaiisme de type
ter/Tus et la structuration duG+C observée dez diverses espéeces.

Enfin il reste & @mprendre les caradéristiques surprenantes des genes horizontalement
transférés. Quelle est leur nature, leur fonction, leur provenance ? Quel est le mécanisme qui
les maintient dans les popuations, ure presson ce séledion ou simplement un fort taux
d'insertion? Sont-ils wulement exprimés ? Est-ce que le fait quils ient fréquemment
orphelins est seulement d0 a notre perception Haisée de la biodiversité ? De nouweau, la
disponhilit € de nombreux génomes complets de souches d’ une méme espece, la recherche de
ces genes dans d autres génomes non encore séquences et leur analyse fonctionnell e devraient

nouws permettre de comprendre leur dynamique d leur représentation phylogénétique.
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ANNEXE A : Mécanismes d’ échanges d' ADN chezles

badéries
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ANNEXE A : Méanismes d’échangesd’ ADN chez les bactéries

Il est intéressant de prédser quelques détail s des mécanismes d’ échanges d’ ADN entre
les badéries, en s attachant plus particulierement a la dhaine d’ événements qui condusent a
I"insertion dans le diromosome de genes autres que les génes de plasmides, de virus ou e
transpasons. Comme détaill € dans le dhapitre 1, les trois grands types de systémes permettant
aux badéries d'intégrer de I’ ADN étranger étaient connus dés les années 1950.11 s agit de la
conjugaison, qu est a premiere vue le mécanisme le plus analogue au sexe des eucaryotes en
ce sens qu'il nécesste un contact entre deux individus ; de la transformation qu consiste en
I’internement d’une molécule d’ ADN libre du milieu ; et de la transduction qu est due a
I"intervention dun troisieme protagoniste : une particule virale véhiculant I'’ADN

transformant.
La conjugaison

Certains plasmides comme |le plasmide F d’ Escherichia coli asaurent leur transmisson
horizontale en appartant a la cdlule la cgacité a onjuguer avec une aitre. Le plasmide F
code prés de 100 genes dort 20 (les génes tra) participent a la fonction ce transfert du
plasmide. Les badéries porteuses du dasmide sont dites F+ et sont cgpables de former un
pilus sxuel, qu peut se fixer a une cellule dépourvue de plasmide (F-). Ce pilus % raccourcit
alors pou rapprocher les deux cdlules et le plasmide F se réplique en envoyant sa apie dans
la badérie F-. Ce transfert se fait grace al’existence d'une séquence oriT portée par le
plasmide, et a crtaines enzymes formant le «relaxosome» capable de remnnaitre
spédfiquement cette séquence La badérie F- devient dorc dle aiss F+. Dans cette
opération, seuls les génes portés par le plasmide (mais pas seulement les génes tra) sont
concernés par le transfert. D’ autres plasmides non conjugatifs portant la séquence oriT et
codant le relaxosome gproprié peuvent également étre recrutés ainsi par un dasmide
conugatif tel F. Mais parfois, le plasmide F s'insére dans le diromosome badérien. Cette
intégration peut se faire par diff érents mécanismes, a différents stes dans le chromosome. Les
badéries porteuses d'un dasmide @njugatif intégré dans le génome sort dites Hfr (pour
haute fréquence de recombinaison). La conjugaison implique dors également le diromosome
badérien. Le transfert commence par la séguence oriT, et entraine les parties du chromosome
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badérien adjacentes a cete séquence
a DNA transfer by transduction

La partie transférée peut étre plus ou

®$ @ O moins importante selon le temps de
" contad entre les cdlules. La badérie

' EE_O S Q@ , | iy
O | = 2% receveuse n'aqjuerra pas la cgacité

@ Cj@ d'indure une @njugaison avec une

autre bactérie ca le plasmide n’ est pas

Phage-infected Recipient
donor transmis dans s totalité lors de cdte
b DNA transfer by conjugation opération. Cependant, I’ ADN exogéne
Common

peut recombiner avec le daromosome

F()—’ et des genes peuvent ans étre
C@ transférés  (voir fig. Al). Le

Donor Recipient mécaiisme de njugaison semble
Rare pouvar se faire etre indvidus
— > d' especes tres éoignées. Il est

Q@ tellement peu spédfique qu'il a &é

: — observé etre une badérie @ un
Donar Recipient

¢ Gene transfer by competence eucaryote : une E. coli Hir est capable

de transférer son  ADN a

Saccharomyces cerevisiae ! L’étape

limitante dans ce ca& étant le processus

Q@ de recombinaison hanologue entre la

Dead donor Competent recipient séguence transmise d les

Fig. Al: Le transfert d’ADN par transduction (a), chromosomes de lalevure.
conjugaison (b) et transformation (c). Extrait de
Redfield, 2001

Les ééments transposables

badériens (ou IS pou « Insertion Sequence ») peuvent profiter de plasmides conjugatifs pour
se multiplier dans de nouweaux génomes. Il arrive fréguemment qu'ils forment des é éments
composites en emportant des genes du chromosome badérien. Ils peuvent aors transposer
dans un dasmide d@ ains dis€miner dautres genes que les leurs. Certains ééments
transposables peuvent également porter les génes indusant la cnjugaison. On les trouve
notamment chez les badéries Gram-négative. C'est le ca par exemple du transpason Tn916,
qui s'insere dans le génome bactérien, mais peut également se drculariser en emportant avec
lui des ¥quences flanquantes du chromosome. Possidant la séquence oriT et les génes
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nécessaires pou indure la conjugaison, il peut se transmettre aune aitre cdlule de maniére

analogue au plasmide F, emportant avec lui des genes de son hde précédent.

Les plasmides, quel que soit le mode de transmisson, sont trés fréquemment
resporsables du transfert de génes de résistance ades antibiotiques. Cela mnstitue pou eux,
comme chaque biologiste moléaulaire pratiquant le donage de genes le sait, unmécanisme de

maintien dans |” héte particuli érement efficace dans certaines conditions.

La transduction

Les badériophages sont également un moyen efficace de transfert d ADN. Leur cycle
se déroule généralement comme suit : aprés que la particule virale at injedé le matériel
génétigue dans la cdlule, soit ce génome est intégré de maniere réversible dans le
chromosome badérien et y persiste plus ou moins longtemps, on dt alors qu'il est sous forme
de prophage, soit il est exprimé d répliqué : la cdlule n'est dors plus dévouée qu'a la
fabrication de particules virales et a la réplication du gnome du ptage. L’ADN de cette
cdlule et fragmenté d elle finit par étre lysée libérant ainsi de nouweles particules
infedieuses. Lors de |’encapsidation, il peut arriver que de I’ADN fragmenté du génome
badérien soit incorporé en placedu genome viral. Dans ce ca&, |a particule infedieuse pourra
injeder dans une nouwelle cellule tout autre diose que I’ADN du plage. On appelle ce
mécanisme transduction ¢gnéralisée Les génomes de phage ont généralement des taill es qui
vont de quelques kil obases a quel ques dizaines de kil obases, ce qui peut permettre le transfert

de quelques dizaines de genes.

Certains phages ont une grande spédficité d'héte, e¢ méme de site d'insertion pou
leur forme prophage. C'est le ca notamment du prege A d'E. coli, qu possde dans n
génome un site attP homologue du site attB sur le génome badérien et qui permet son
intégration par recombinaison hamologue. Son excision duchromosome badérien se fait la
plupart du temps en reconstituant parfaitement les deux sites attP et attB. Cependant, il arrive
qu avec|’ADN du phage soient encgpsidés les genes gal (impliqué dans le métabalisme du
galadose) et bio (impliqué dans la synthése de la biotine) flanquant le site attB. Ainsi, méme
la transduction spédalisée peut entrainer le transfert de genes non plagiques. A I'inverse,
certains bactériophages comme le phage Mu possdent un large spedre d' héte @ peuvent
s'insérer dans n'importe quel site du génome. 1l semble cependant que les génes d ARN de
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transfert soient des stes privilégiés d’insertion pou ces phages, bien gque la raison en soit
encore obscure. Le bactériophage Mu passde un mécaiisme d'insertion tres proche de
certains transpaosons, qui [ui permet non seulement de S’ insérer, mais également de transposer
sous s forme prophage. Lors de son excision, le génome du phage emporte un peu des
régions flanquant son site d’'insertion, qu peuvent se retrouver encapsidés et injedés dans le
prochain h&e. Contrairement au cas du phage A, chaaun des genes d’ un génome peut dorc

étre entrainés avecle génome du phage dans la transduction spédfique de Mu.

Les génomes de badériophages contiennent fréquemment des genes conférant a la
badérie héte un grand avantage dans certains milieux, nadamment des genes de pathogénicité
regroupés en «1lots ». Les suches virulentes de Corynebacterium diphteria, responsables de
la diphtérie, ne différent des ouches bénignes que par la présence d' un bactériophage gopelé
corynephage (3 ou w). Ce bactériophage porte des genes cgpables de fabriquer une toxine qui
provogLe la destruction des cdlules du sujet abritant C. diphteria, ce qui provoqle un apport
important de nutriments (et notamment de fer) ala badérie. De nombreux autres exemples de
badéries pathogenes de I’homme doivent leur virulence ades bactériophages : c'est le ca
notamment de Streptococcus pyogenes et du badériophage T12, responsables a aux deux de
la scarlatine ; de Vibrio cholerae et de ses phages CTX® et VPI®. La présence d'ilots de
pathogeénicité souvent a proximité de genes d ARN de transfert (ARNt) chez de nombreuses
badéries comme la souche uropathogénique d’ E.coli UPEC, suggere que leur dis€mination
pourait étre principalement asaurée par les phages, dort les ARNt sont des stes privil égiés
d adion desintégrases.

La transformation

La transformation est le mécanisme par lequel de I’ADN libre peut entrer dans la
cdlule. Une cdlule caable d'intégrer de I’ADN par ce biais est dite compétente. La
compétence peut étre indute atificiellement chez la plupart des badéries, et méme dez des
eucaryotes par des traitements géciaux comme I’ éedroporation oule traitement au CaCly,
mais cetaines badéries comme Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae et
Haemophilus influenzae passent sportanément a |'état de mpétence dans cetaines
condtions. La transformation chez les badéries est un mécanisme adif qui utili se des genes

spédfiques (notamment les genes com). De trés nombreuses badéries dort on ria jamais
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observé de cmmpétence naturell e possdent ces genes, ce qui suggéere qu ell es peuvent entrer
naturellement en compétence dans des condtions encore inconnwes. Le mécanisme différe
d'une badérie al'autre : Haemophilus influenzae par exemple remnnait une séquence
spédfique de neuf paires de bases a sa surface et intégre ensuite I’ ADN sous forme doule
brin. Cependant, certaines badéies ne semblent pas pos®der de tel mécaiisme de
reconraissance de séquences et internalisent I’ ADN en dégradant I’un des brins. Dans ce cas,
pou un ADN non auto-répli catif, le succés du transfert dépendra du degré de simil arité de la
sequence arec le chromosome. En effet, dans ce mode de transfert horizontal particuli érement
(mais pas sulement), I’ étape de recombinaison hanologue est critique. D’ ordinaire, seul un
ADN présentant un fort degré de similarité arzecle chromosome sur une portion de séquence
de longueur variable selon les badéries, poura recombiner. Cependant, dans certaines
condtions, comme pendant un stressimportant ou lorsque des génes controlant la spédficité
de I'appariement des deux brins d’ADN sont mutés, des événements de recombinaison

hétérologue peuvent avair lieu, et provoquer I'intégration de I’ ADN d'une especes éloignée.
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ANNEXE B : Brefs rappels de phylogénie moléaulaire
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ANNEXE B : Brefsrappels de phylogénie moléculaire

Tous les organismes vivants possedent un ancére commun. Ced impligue que les
ressemblances que I'on olserve entre aix sont I'indice de leur proximité phylogénétique.
Historiquement basés sur les caraderes morphdogiques, les concepts de la phylogénie ont été
adaptés aux séquences des macromoléaules informatives (protéines et ADN), ced depuis les
travaux de Zuckerkand et Pauling, 1965 Ains, le concept d’homologie € le principe des
conrexions peuvent sappliquer en biologie moléaulaire pou identifier les traces des
évenements évolutifs dans les genes et ains retracer leur phylogénie. On peut faire
I hypothése de la mrrespondance entre phylogénie des génes et phylogénie des especes us
certaines condtions que nous allons voir. Les avantages de la phylogénie moléaulaire sur la
morphdogie sont multiples: elle permet notamment d’inférer I'histoire d’espéces pour
lesquelles peu de caadéres morphdogiques nt disponibles et dort les caracteres
phénotypiques montrent un degré de @nvergence important  (typiquement, les
microorganismes, voir sedion 1.3. En oure, elle dome acces a une quantité tres supérieure
de caaderes exploitables pour la phylogénie. Cependant, certains problémes pédfiques au
matériel moléaulaire se posent et ont nécessté I'invention dun certain nanbre de @ncepts.
Nous allons détaill er les plus importants d’ entre aux et voir brievement certaines limites des

méthodes de phylogénie moléaulaire.
Qu'est-cequun abre?

Les phénomenes d’individualisation des espéces (spéciation) et des génes (spéciation
et dudication) peuvent se représenter sous la forme d arbres binaires, constitués de ncauds et
de branches. En phylogénie moléculaire, les noauds terminaux, ou feuill es représentent les
sequences aduelles, les nceuds internes représentent les squences hypothétiques. Les
branches représentent les relations d’ascendance ou e descendance entre ces entités, et
peuvent étres internes (si el es lient deux noauds internes) ou terminales (si eleslient un roaud

interne aun roeud terminal). On utili se le terme de topdogie pou désigner la structure de
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branches terminales
branches internes /

Outgrou
\/ g IO.\

noeudsinternes noeudsterminaux ou feuilles

Fig. B1: unarbre phylogénétique type. L’ Outgroug
ou groupe eterne permet de raciner I'arbre et
d orienter les événements dans |’ arbre.

I arbre, C' est-a-dire I’ordre de
branchement des <quences qui le
composent. Les branches de |'arbre sont
caactéristes par les longueurs qui
représentent la quantité de cangements
évolutifs inférés sur ses branches
(généradement exprimés en nambre de
substitutions par site). Pour pouvadr
interpréter un arbre phylogénétique, il est
absolument nécessaire de le raciner afin

de pouvar orienter dans le temps la suite

des évenements qu'il déait. Un ougroup ougroupe externe (groupe de séquences dort la

divergence est antérieure ala radiation du groupe éudié) est généralement utilisé pou

positionner la radne. Une fois orientés, les arbres décrivent des groupes monophylétiques

(groupes dort toutes les quences nt plus
proches entre dles qu' elles ne le sont de n'importe

quelle sequence extérieure a ce groupe)(fig. B2).

L’homologie

Deux ségquences ont homologues $ elles
possdent une séguence ancestrale  commune.

Cependant, les génes peuvent acquérir leur ©Outgroup

7V V7 7N
A |B C D||E F G

groupe 1 groupe 2

indépendance éolutive de deux manieres: par
spédation et par dudication. Il existe en effet des
genes qui sont en plusieurs copies dans les
génomes et dont il est possble de retracer I histoire

en phylogénie moléaulaire. Ainsi, en phylogénie

Fig. B2 :monoplylie & paraphylie: Le
groupe 2 est monoplylétique. Par
cortre, le groupe 1 ne I’est pas car les
séquences B et C sont plus proches de
A gudles ne le sort de D. On dit que
cegroupe est paraphylétique.

moléaulaire, un naeuds peut représenter un évenement de spédation ou e dugication. Cette

particularité anécessté la définition de deux types de relations d’homologie: I’ orthoogie &

la paralogie. Deux genes qui ont aajuis leur indépendance évolutive ala suite d’ un évenement

de spédation sont orthologues. Ceux qui ont aquis cette indépendance ala suite d’une

dudicaion sont paraogues. Ce @ncept est important car on vat bien que seuls des

orthologues peuvent décrire |” histoire des espéces. La confusion entre des genes paralogues et
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orthologues peut avoir des conséguences importantes aur la phylogénie notamment s les
dugicaion sont anciennes. L’identification des paralogies dans un arbre, si I’on veut retracer
I” histoire des espéces, est dorc primordiale mais parfois malaisée du fait que certains genes

peuvent avoir été perdus ou ne pas avoir été séquenceés (Fig B3).

duplication

__spéciation

spéciation

Ospl Osp2 Asp3 Bsp3 Bsp2 Bsp

orthologues I orthologues
paralogues

Fig. B3: Orthologie @ Paraogie. A : Un géne asubi une duplication chez |’ ancétre commun a trois
espéces actuelles (spl, sp2 et sp3). Les génes a sont orthologues entre aux (les noeuds les plus
récents qui relient chacun de ces génes deux a deux sont tous des noeuds de spéciation) De méme
pour les génes 3. Les génes a et B sont paralogues (les hoeuds les plus récents qui relient chaaun de
ces genes deux a deux sont tous des noeuds de duplication). B : Si certains de aes génes manquent
(soit parce gque les domées sont lacunaires, soit du fait de pertes de certains genes), il devient
impossble de diff érencier noeud de spéciation et de dugication et la phylogénie des especes inférée
est fause.

Information et saturation

Au cours des temps évolutifs, les guences accumulent indépendamment des
diff érences (« substitutions » de bases dans I’ ADN ou d’addes aminés dans les proténes). Ce
sont sur ces différences que s appue la reconstruction phylogénétique. Par exemple dans la
fig. B4, pou lesite 1, I’absence de substitutions ne permet de résoude aicune des branches
de I’arbre. Au site 2, au contraire, la substitution qu sest produte poura fadlement étre
utili seepour reconstruire |’ arbre é plaidera pour le regroupement des espéces 1 et 2. Ce type
de site contient une information phylogénétique que s attachent a exploiter les diff érentes

méthodes de reconstruction. Par contre, le site 3 a subi un nanbre important de substitutions
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au cours de son histoire d il ne cntient plus dinformation. On appelle ce phénoméne
saturation. Dans ce ca, aucune espece ne partage d éat de sites en commun, cependant la
saturation peut produire des convergences entre sites, naamment dans les squences d’ ADN

ouil n'existe que quatre éats possbles pou unsite (A, T, C et G).

SITE 1 SITE 2 SITE 3
— A (spl) A=sT T (spl) A== C e A (spl)
—— A (sp2) T (sp2) C (sp2)
A— A
— A (sp3) A (sp3) T (sp3)
——— A (sp4) A (sp4) G (sp4)

A=t G

Fig. B4: Trois sites homologues dans quatre espéces. Seul le site 2 contient une
information exploitable pour la phylogénie. Les substitutions multiples sur le site 3
condusent aune perte dusignal phylogénétique (saturation).

La saturation dusignal est un probléme qui se pose particulierement a des échelles
évolutives importantes comme pou résoudre la phylogénie des bactéries. Certains géenes
relativement peu contraints appartent une résolution a des faibles distances évolutives mais ne
permettent pas d'inférer des phylogénies plus anciennes. A I'inverse, les géenes les plus
conservés (comme par exemple I’ARN ribasomal) peuvent apparter une information sur les
liens de parenté entre organismes éloignés, mais plus difficilement entre especes proches. A
I’échelle de la phylogénie du vivant, rares nt les genes pou lesguels le signal

phylogénétique n’ est pas saturé.

Le probleme majeur lié ar phénomeéne de saturation est qu'il peut se produre de
maniére plus ou moins intense entre les lignées évolutives. Le ca le plus dramatique est
connu sous le nom de phénomene d attradion des longues branches (LBA pou «Long
Branch Attraction »). Il a &é décrit dés 1978 @r Felsenstein (Felsenstein, 197§. On peut en
effet montrer de maniére analytique, dans le ca smple d'un arbre aquatre taxons, que des
branches ayant des taux dévolution trés supérieurs aux autres vont se retrouver
artéfacuellement regroupées (fig B5). Le phénoméne peut se awmprendre facilement de
maniére intuitive: s au sein dun groupe une lignée tend a acumuler de nombreuses

substitutions dans ces genes, ceux-ci vont finir par étre tellement différents des genes des
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autres membres du groupe
gu'ils vont s'en trouver exclus
par les méthodes de

' reconstruction phylogénétique.
Par exemple, dans |’ arbre de la
Az P

B Q C fig.B5, les stes portant ure

B C

information sur la branche

Fig. B5: Le phénomeéne dattraction cbs longues branches
déait par Felsenstein, 1978. Dans le cas d'un arbre vra (a
gauche) ou certaines lignées ont des taux d évolution tres forts  probabilité de muter de
et d'autres des taux beaucoup plus faibles (P >> Q), les

méthoces de phylogénétiques retrouvent invariablement I'arbre  NOuveau  dans les  branches
de droite, ou les lignées ayant des taux d'évolution forts sont oot 3 A et D et le signal

regroupées.

interne  aront une forte

suppatant I'arbre vrai sera
perdu. Ce phénoméne pourat dorc plus légitimement étre qualifié de phénoméne
d exclusion des longues branches. Lorsgue les différences de taux d évolution sont tres
importantes, les fguences affedées par le phénomene d attradion des longues branches
groupent avec la séquence la plus divergente de I'arbre, c'est-a-dire le groupe externe.
Plusieurs groupes ont éé cnsidérés comme primitifs car ils % branchaient & la base de
I’arbre, et ont ensuite éé replacés au sein de I'arbre par des analyses plus précises. C'est le
cas notamment des microsporidies, d'abord considérées aur la base de phylogénies
moléalaires comme des eucaryotes ayant émergé trés précocement, et dort on sait
aujourd’hui qu elles sont en fait un groupe de champignors ayant des taux d'évolution

extrémes du fait de leur mode de vie parasitaire (voir par exemple Thomarat, 20032.

Méthodes de reconstruction

Il existe trois grandes classes de reconstruction phylogénétiques: la méthode de
parcimonie, les mé&hodes de distance @ les méthodes de maximum de vraissemblance.
Chaaune de ces méhodes permet de choisir I'arbre qui permet d’ optimiser un critere.
Cependant, le nombre d’ arbres devenant rapidement astronamique avec le nombre d’ especes
qu'ils contiennent, les méthodes utili sent des heuristiques qui, si elles ne garantissent pas de
trouver le meill eur arbre, permettent de trouver des arbres proches de céui-ci pour le aitere

considéré.
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Le aitére minimisé par la méhode de parcimonie et le nombre de cangements
d états de caracteres (états des stes) que chague abre nécesste d'inférer en fonction ke la
matrice (I’alignement des squences). Cette méthode est relativement lente a évaluer les

arbres, méme si I’on uili se une heuristique.

Les méthodes de distances (type Neighba-Joining ou BIONJ) nécesstent de
transformer la matrice de caractéres (alignement) en ure matrice de distance par comparaison
des lignes de la matrice (séquences) deux a deux. En phylogénie moléculaire, ces
comparaisons peuvent se faire sur la base d'un modele éolutif qui décrit de maniére
statistique le procesaus évolutif agissant sur la séquence. Le modéle utili sé dans cette thése
pour la reconstruction phylogénétique est le modéle JTT (Jones, et al., 1992. Il sagit d’une
matrice qui décrit les probabilit és de substitution dun adde aminé par un autre basée sur
I’analyse d’'un nambre important d’alignements protéques. Une fois les distances calcul ées,
les méthodes de distance permettront de chaisir |I’arbre dornt la somme des longueurs de
branches est minimale. Ces méthodes permettent en général de cdculer les arbres trés

rapidement.

De méme que les méthodes de distances, les méthodes de maximum de vraisemblance
permettent d’ utili ser un modele évolutif. Cependant, celles-ci ne comparent pas les $quences
deux a deux, mais estiment la vraisemblance de chaque site pou chague topdogie au regard
du modéle éolutif choisi. La topdogie choisie par la méthode sera celle qui maximise la
vraisemblance de I’alignement. De méme, nows avons utilisé le modéle JTT (Jores, €t al.,
1992 pou évauer les arbres de maximum de vraisemblance Cette méthode nécesste des

temps de cdculs trésimportants.

Suppot statistique des phylogénies

Toutes les méthodes de reconstruction phylogénétique, ndamment les méthodes que
nous avons utili sées, fournissent un arbre phylogénétique final. 1l est important d estimer quel
est le suppat statistique de dhaaune des branches internes de ce arbre. L’on uili se pou cda
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le plus uvent la méhode de bootstrap. Cette méthode mnsiste a simuler a partir de
I’ alignement de départ, un nanbre important d alignements (au moins 5000 de méme taill
par tirage dédoire avec remise. A partir de chacun ce ces alignements smulés, un arbre est
reconstruit et I’on peut reporter sur chaque branche interne de I’ arbre de départ, le nombre de
fois ou cette branche a été retrouvée dans les donrées smulées. Cet indice de bootstrap
indique dorc la robustesse statistique de la branche interne. La nécessté de renstruire
plusieurs centaines d’ arbres fait que la méthode de bootstrap est difficil ement utili sable pour
évaluer les arbres de maximum de vraisemblance que nous avons recnstruits au cours de
cette these. Nous avons dorc utili sé pour cette méthode un indice qui estime les valeurs de
bootstrap, le RELL, défini par Kishino et al. (1990.
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