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Chapitre 1

Introduction — Evolution des protéines et

architectures en domaines

Les protéines sont les €léments fonctionnels fondamentaux des organismes vivants. Elles sont
impliquées dans I’ensemble des processus biologiques des cellules que ce soit dans leur archi-
tecture ou leur fonctionnement. Elles peuvent par exemple, avoir une fonction régulatrice, cata-
lytique, motrice ou structurale. L’ ensemble des protéines exprimées dans un organisme a un effet
sur son phénotype et son adaptation a son environnement. L’évolution des protéines et notamment
I’apparition de nouvelles protéines et donc de nouvelles fonctions est au cceur de I’évolution des

organismes.

Ce chapitre propose une introduction sur 1’évolution des protéines modulaires. Dans un pre-
mier temps, nous reviendrons sur la définition des domaines et modules protéiques et sur leur
détermination. Ensuite, nous décrirons les différents processus a 1’origine de la diversification des
protéines. Puis nous présenterons quelques aspects méthodologiques liés a la modularité des pro-
téines et a I’inférence de répertoires ancestraux de protéines. Enfin, nous présenterons le point de

vue développé dans cette these sur I’évolution des protéines modulaires.
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1.1 La protéine : un assemblage d’unités structurales ou

évolutives ?

1.1.1 Quelques structures dans un océan de séquences

Les protéines peuvent étre définies sur 4 niveaux d’organisation structurale (figure 1.1).

(1) La structure primaire correspond a I’enchainement linéaire des acides aminés relié€s par des

liaisons peptidiques. On distingue 20 acides aminés universellement distribués.

(i1) La structure secondaire correspond a un repliement local de la chaine d’acides aminés sta-
bilisé par des liaisons hydrogenes. On distingue plusieurs types de structures secondaires :
les hélices «, les feuillets 5 qui sont généralement connectés par des coudes (turn) ou des
boucles (loop). Les hélices « et les feuillets 3 sont des structures périodiques de la chailne

polypeptidique.

(1i1) La structure tertiaire représente la position dans 1’espace 3D de la chaine polypeptidique et

des chaines latérales.

(iv) La structure quaternaire résulte de I’assemblage d’au moins deux chaines polypeptidiques

(identiques ou différentes) par des liaisons non covalentes.
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FIGURE 1.1 — Les quatre niveaux d’organisation structurale des protéines. On distingue quatre niveaux :
primaire, secondaire, tertiaire ou tridimensionnel et quaternaire. >
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La premiere séquence peptidique, I'insuline du porc, a été déterminée par Frederick Sanger
en 1953 a I'aide d’une technique basée sur la chromatographie. Cette méthode a été largement

supplantée par les méthodes de séquencage de I’ADN qui permettent d’obtenir plus rapidement

2. Figure créée par Darryl Leja de I’Institut National de Recherche sur le Génome Humain (NHGRI), accessible a
I’adresse http://www.genome.gov/Glossary/resources/protein.pdf (légerement modifiée).
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les séquences primaires de protéines a partir de la traduction des séquences nucléiques>. C’est de
loin le niveau de structure des protéines sur lequel on a le plus d’information, avec des millions de
séquences protéiques résolues chez des milliers d’organismes * et une croissance exponentielle des
bases de données. De ces séquences peuvent Etre prédites les structures secondaires. Les modeles
de prédiction sont basés sur les propriétés biochimiques gouvernant la formation de structures
secondaires et sur I’information issue des alignements multiples de séquences homologues. Les
méthodes actuelles combinent ces modeles a des algorithmes optimisés d’apprentissage automa-
tique (comme les réseaux de neurones). Certaines méthodes comme celle implémentée dans le
programme Porter [Pollastri et McLysaght, 2005] atteignent une précision de 80% dans leurs pré-
dictions de structures secondaires en utilisant les protéines de la PDB (Protein Data Bank) comme
jeu de données test (pour une revue compleéte, voir Pirovano et Heringa [2010]). La détermination
des niveaux d’organisation supérieurs des protéines repose sur des techniques plus lourdes a mettre
en ceuvre. Les deux principales méthodes de résolution des structures 3D sont la cristallographie
par rayon X qui a permis de déterminer la premiere structure 3D, celle de I’hémoglobine de cheval,
par Max Perutz et John Kendrew en 1968, et la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire
(RMN). La croissance des bases de données correspondantes est moins importante malgré les ef-
forts considérables fournis ces dernieres années [Grabowski ef al., 2007]. On est ainsi passé de
35000 a 70000 structures dans la PDB? ces 5 derniéres années. Ce chiffre est a comparer au 15
millions de séquences disponibles dans UniProtKB fin mai 2011. Méme en prenant en compte la
redondance au niveau des séquences, le nombre de séquences associées a une structure résolue ne

dépasserait pas les quelques pour cent.

1.1.2 Les domaines

Les biochimistes découpent classiquement les protéines en domaines, qui correspondent a des
unités structurales capables de se replier indépendamment du reste de la protéine [ Wetlaufer, 1973].
Ils ont généralement une forme globulaire dont le cceur est hydrophobe et la surface hydrophile,
et ils ne peuvent pas €tre subdivisés sans les dénaturer [Marsden et Orengo, 2008]. La plupart des
protéines caractérisées biochimiquement sont organisées comme des enchainements de domaines
présentant une architecture caractéristique (figure 1.2) : on trouve environ 66% de protéines mul-
tidomaines chez les procaryotes et 80% chez les eucaryotes [Chothia et al., 2003; Liu et Rost,

2004]. Certaines peuvent contenir plus d’une centaine de domaines comme par exemple une pro-

3. On considere ici que ces séquences primaires refletent la séquence en acides aminés de la protéine mature :
les modifications post-transcriptionnelles (édition de I’ARNm [Cattaneo, 1990] par exemple) ou post-traductionnelles
(permutation circulaire [Grishin, 2001] par exemple) sont donc négligées.

4. La banque de séquences protéiques UniProtKB/TrEMBL [Consortium, 2009] contenait 15400 876 entrées au
31 mai 2011 http://expasy.org/sprot/

5. La Protein Data Bank (PDB) [Kirchmair et al., 2008] contenait 73 656 structures tridimensionnelles le 31 mai
2011 http://www.pdb.org
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téine structurale du muscle, la titine [Maruyama, 1994]. On associe généralement une propriété a
chaque domaine, ainsi une protéine multidomaine possede une combinaison unique de propriétés
qui lui conferent sa fonction. Par exemple, les facteurs de transcription sont des protéines multi-
domaines dans lesquelles on trouve en général au moins un domaine de fixation a I’ADN et un

domaine activateur ou inhibiteur agissant sur le complexe de transcription.

PDC109/a PDC109/b
- \ \ loop2
\ ,
) > \
. R linker C

FIGURE 1.2 — Structure 3D de la protéine multidomaine PDC109. Cette protéine est constituée de deux
domaines Fibronectine de type II (notés PDC109/a etPDC109/b) et d’une région linker indiquée en bleu. La
structure a été déterminée par cristallographie par rayon X. Extrait de Kim et al. [2010]

1.1.3 Les modules

Pour les évolutionnistes, les protéines sont des combinaisons de modules élémentaires qui re-
présentent des segments de genes réutilisés plusieurs fois au cours de 1’évolution dans des contextes
différents. La comparaison systématique des séquences primaires des protéines en utilisant des ou-
tils tels que BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [Altschul ez al., 1997] permet de mettre
en évidence ces fragments de séquences homologues. Cette méthode effectue une recherche de si-
milarité locale d’une séquence requéte dans une base de données. BLAST définit une E-value qui
correspond au nombre d’alignements ayant un score au moins aussi grand attendu par hasard (on
pourrait dire sans ancétre commun) dans la banque utilisée. Les fragments de séquences sont consi-
dérés comme homologues si la E-value est suffisamment faible. Par exemple, dans la figure 1.3,
on a détecté dans les protéines FixJ et OmpR des modules homologues en position N-terminale
et dans les protéines FixJ et LuxR des modules homologues en position C-terminale. Pourtant
ces trois protéines possedent des architectures de modules différentes et ne peuvent donc pas €tre
considérées comme intégralement homologues. L’homologie entre deux modules n’implique pas
automatiquement 1’homologie entre les protéines, définie comme un arrangement particulier de
modules. En 1994, Hillis a introduit le terme d’homologie partielle entre protéines [Hillis, 1994]

pour expliquer ces similarités locales significatives entre protéines non apparentées.

Lorsqu’on se pose la question de I’homologie entre FixJ et OmpR, la réponse est positive lo-
calement (les protéines possedent des fragments homologues) mais négative globalement (leurs

architectures sont hétérologues). Cette question des niveaux d’homologie peut étre rapprochée
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FIGURE 1.3 — Arrangement en modules de protéines extraites de ProDom. Ces protéines sont toutes
impliquées dans I’activation de la transcription, mais dans différentes voies métaboliques et dans différents
organismes. Elles partagent des modules dont les différentes combinaisons sont a I’origine d’une variété de
réponses a 1’environnement.

de concepts classiques au niveau morphologique (figure 1.4). Le groupe des oiseaux et celui des
chauves-souris ont des ailes qui ont des structures différentes et qui sont apparues de maniere in-
dépendante au cours de 1’évolution. Cependant, toutes deux dérivent indiscutablement du membre
antérieur des tétrapodes. Ainsi, le membre antérieur de ces animaux est hétérologue en tant qu’aile,
mais homologue en tant que membre. L’intégration de ces différents niveaux d’homologie est es-

sentielle a la compréhension des mécanismes de 1’évolution de ces structures.

Amphibiens

Mammiféeres

Tétrapodes

Testudines
Crocodiles

Oiseaux

FIGURE 1.4 — Evolution des ailes chez les tétrapodes. Les étoiles rouges représentent les apparitions
indépendantes des ailes et 1’étoile verte correspond a I’ancétre commun possédant deux paires de membres
dont les membres antérieurs transformés en ailes chez les oiseaux et les chiropteres (mammiferes volants).

1.1.4 Le domaine est-il un module comme les autres ?

Les protéines peuvent donc étre découpées de deux facons différentes : soit en se basant sur
leur structure 3D, soit en se basant sur I’analyse comparative de leur séquence primaire. On peut
naturellement se demander quelle est la nature du lien entre les modules et les domaines issus de

ces découpages.
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L’analyse de la structure des genes dans de nombreux organismes eucaryotes a montré une
structure morcelée ol les exons, les régions codantes, sont séparées par les introns, des régions non
codantes intragéniques. En 1978, Walter Gilbert émet I’hypothese que les génes eucaryotes sont le
résultat de la recombinaison des exons et que les introns sont les restes de ce processus qui permet
le réarrangement des exons pour former de nouvelles protéines [Gilbert, 1978]. Autrement dit, les
exons sont des modules qui codent des domaines. Cependant, bien que le réarrangement d’exons ait
été invoqué pour expliquer 1’apparition de quelques nouvelles protéines dans 1’évolution récente
des eucaryotes [Liu et Grigoriev, 2004; Orgel et Crick, 1980; Patthy, 1999], et malgré leur role
dans I’épissage alternatif, la correspondance entre exon et domaine représenterait plutot des cas
particuliers [Kaessmann et al., 2002]. Si I’évolution réarrange indiscutablement d’anciens genes
pour en faire de nouveaux, elle ne semble pas utiliser particulicrement les introns pour ce faire. Au
contraire, elle réutilise des fragments de séquences de facon aléatoire. On comprend aisément que
tout réarrangement qui se ferait au milieu d’un domaine ne permettrait pas de préserver sa fonction
et serait éliminé par la sélection. Les domaines seraient donc généralement des modules [Patthy,
2001].

Cependant, la réciproque n’est pas nécessairement vraie : un module ne correspond pas forcé-
ment a un domaine. On peut trouver de nombreuses exceptions. Par exemple, les protéines fibreuses
qui contiennent des séquences répétées ou les protéines dont la structure est désordonnée ne pré-
sentent pas une structure globulaire : on ne peut donc pas découper ces protéines en domaines.
Mais il est tout a fait possible de les découper en modules : certaines séquences répétées sont
retrouvées dans différents contextes protéiques attestant de la conservation et de la réutilisation
de ces séquences. D’autre part, un module peut correspondre a plusieurs domaines qui resteraient
associés pour des contraintes fonctionnelles, comme dans le cas des supradomaines [Vogel et al.,

2004b] (discuté dans la section suivante).

La correspondance entre les modules et les domaines a été déterminée sur tres peu d’exemples,
car peu de structures 3D sont actuellement disponibles comparé a I’'immensité de I'univers des
séquences disponible. De maniere générale, I’'univers des domaines est considéré comme assez
restreint. Les domaines structuraux sont classiquement regroupés selon une structure hiérarchique
définissant plusieurs niveaux d’homologie comme la famille et la superfamille ainsi que des ni-
veaux plus généraux comme les repliements ou la topologie tridimensionnelle pour lesquels 1I’hy-
pothese d’homologie est généralement non prouvée. Chothia [1992] estimait a un millier le nombre
de domaines, en terme de repliements structuraux. Les différentes estimations réalisées par la suite
a partir des données structurales disponibles restent dans le méme ordre de grandeur, alors que
les estimations du nombre de familles de modules (basée sur la comparaison des séquences pro-
téiques) prédisent entre 8 000 et 60 000 familles [Coulson et Moult, 2002; Schaeffer et Daggett,
2011; Wolf et al., 2000]. La variation des effectifs est en partie due aux méthodes statistiques d’es-

timation utilisées, mais également a la maniere dont les domaines et modules singletons sont pris
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en compte. En effet, la plupart des bases de données utilisant les données structurales négligent ces
domaines singletons alors que les données des séquences protéiques permettent de les détecter plus
facilement [Coulson et Moult, 2002]. Ainsi, I’analyse des séquences prédit un nombre de modules
singletons de I’ordre de la centaine de milliers [Bru ez al., 2005; Heger et Holm, 2003], alors qu’au

niveau des repliements, Lee et al. [2003] prédit 10 000 familles de domaines.

Malgré la prudence qui serait requise dans 1’utilisation du domaine comme unité d’évolution,

les termes de domaine et module sont généralement considérés comme synonymes.

1.2 La diversification des protéines

Les protéines divergent les unes des autres par le remplacement d’acides aminés dans leur sé-
quence mais aussi par des changements plus drastiques comme les insertions, les délétions et les
duplications d’une portion plus longue d’acides aminés qui peut éventuellement contenir un ou
plusieurs modules. L’écrasante majorité des mutations qui affectent les séquences codantes sont
déléteres et éliminées par la sélection naturelle, et la plupart de celles qui sont retenues n’alterent
pas fondamentalement la structure de la protéine [Chothia et Lesk, 1986; Russell ef al., 1997,
Worth et al., 2009]. Cependant, on sait que des substitutions d’acides aminés peuvent avoir un
impact considérable sur la structure et la fonction de la protéine [Kinch et Grishin, 2002]. On
trouve de multiples exemples chez les enzymes ou des mutations dans le site actif, par exemple,
peuvent changer la spécificité de la protéine pour un substrat [Bartlett et al., 2003]. L’analyse des
superfamilles enzymatiques de CATH [Todd et al., 2001] a montré que 25% d’entre elles étaient
composées de membres catalysant des réactions différentes. Des expériences de mutagenese diri-
gée ont mis en évidence des modifications structurales drastiques suite au changement de quelques
acides aminés [Goldstein, 2008; Meier ef al., 2007]. L’exemple de la protéine répresseur Arc pré-
senté dans la figure 1.5 illustre cette idée. La protéine mutante Switch Arc présente deux mutations
ponctuelles adjacentes (N11L et L12N) par rapport a la protéine sauvage. Ces deux mutations sont
a I’origine d’une modification structurale majeure dans laquelle les brins antiparalleles des feuillets
B de la protéine sauvage sont transformées en deux hélices «. Une troisieme protéine mutante,
Arc-N11L, ne porte qu’une seule des deux mutations et possede donc une Leucine aux positions
11 et 12. Cette protéine intermédiaire est capable d’adopter I’une ou I’autre des conformations de
la protéine Arc-répresseur (naturelle ou changée) en fonction de 1’environnement (température ou
condition de solvant). Cet exemple illustre la complexité de la relation entre I’espace des structures
et ’espace des séquences : il existe des raccourcis dans I’espace des séquences qui permettent de

faire des sauts importants dans I’espace des structures.



1. INTRODUCTION — LEVOLUTION DES PROTEINES
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FIGURE 1.5 — Partition des résidus hydrophobes et polaires entre la surface et I’intérieur des homodi-
mers de la protéine Arc a I’état naturel et modifié. Les résidus 8 a 46 sont représentés avec MOLSCRIPT
[KRAULIS, 1991], avec les régions structurellement différentes en rouge (résidus 8 a 14) et avec les chaines
latérales intérieures et a la surface colorées respectivement en bleu et cyan. La protéine Arc-N11L contient
une mutation de surface entre un acide aminé polaire (Asparagine) et un acide aminé hydrophobe (Leucine)
par rapport aux deux protéines Arc représentées modifiant le coeur hydrophobe de ces deux protéines. Extrait
de Cordes et al. [2000].

1.2.1 La combinatoire des domaines

1.2.1.1 Le paradigme de I’évolution des protéines modulaires

Le paradigme de I’évolution des protéines modulaires pourrait étre exprimé ainsi : il existe
un répertoire limité de domaines a partir duquel I’ensemble des protéines actuelles ont été¢ formées
[Apic et al., 2001a; Bashton et Chothia, 2002; Chothia et al., 2003; Patthy, 1999]. La détermination
des premiers domaines structuraux ainsi que leur présence dans de nombreux contextes protéiques
différents ont ét€ les premiers éléments étayant cette théorie [Bork, 1991], dans laquelle la forma-
tion de nouvelles protéines semble s’expliquer par du bricolage d’unités évolutives définies dans

les protéines [Jacob, 1977].

L’analyse de la combinaison des domaines montre que la distribution du nombre de partenaires
différents suit une loi de puissance : une minorité de domaines sont tres versatiles, c’est-a-dire
qu’ils se retrouvent associés a de nombreux autres domaines, tandis que la majorité est associée a
tres peu d’autres domaines [Apic et al., 2001b]. L’abondance d’un domaine est fortement corrélée
a sa versatilité [Vogel et al., 2005], c’est-a-dire a sa capacité a étre associé a d’autres domaines.
Cependant, certains domaines sont fréquemment associés aux mémes domaines impliquant une
surreprésentation de ces combinaisons dans les architectures des protéines. Vogel et al. [2004b]

les nomment supradomaines. L’ association des propriétés des domaines serait utile dans différents
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contextes protéiques. L’examen de leur structure tridimensionnelle a mis en évidence deux types
de relation spatiale qui sont fonctions du degré d’interaction entre les deux domaines : sans inter-
action, la structuration spatiale des domaines n’est pas cruciale et donc différente d’une protéine
a ’autre, tandis que dans le cas d’une interaction fonctionnelle, I’interface entre les domaines est
contrainte et donc conservée dans 1’ensemble des structures. Ces deux types existent en parts équi-
valentes dans les structures disponibles [Vogel ef al., 2004b]. Les auteurs définissent ces suprado-
maines comme une nouvelle unité évolutive qui peut elle-méme se combiner a d’autres domaines
et se dupliquer. Cependant, cette proposition pourrait témoigner surtout de la confusion classique
entre les notions de domaine et de module : un supradomaine ne serait qu’un module composé de

deux domaines.

Dans la majorité des combinaisons, I’ordre des domaines est conservé [Apic et al., 2001a;
Kummerfeld et Teichmann, 2009; Vogel et al., 2004a] : la combinaison du domaine A avec le do-
maine B sera majoritairement retrouvée dans la conformation A — B. Cependant, Kummerfeld et
Teichmann [2009] mettent en avant que la combinaison B — A, bien que rare, est statistiquement
surreprésentée parmi les domaines partenaires de A et B. La conservation de cette association
peut s’expliquer de deux manieres : soit les combinaisons dérivent d’'une combinaison ancestrale,
soit cette combinaison a été créée plusieurs fois indépendamment de maniere convergente, sug-
gérant une contrainte fonctionnelle forte liée a 1’association des deux domaines. Il semblerait que
dans la majorité des cas la conservation soit la conséquence d’une histoire évolutive commune, la
contrainte fonctionnelle apparait lorsque la connexion entre les domaines est courte, laissant peu

de souplesse a la structure globale [Bashton et Chothia, 2002].

1.2.1.2  Evolution des architectures de protéines

Le réarrangement de domaines comprend 1I’ensemble des mécanismes susceptibles de modi-
fier le contenu en domaines ou 1’ordre d’une architecture multidomaine [Pasek ef al., 2005]. Les
duplications, les insertions, les délétions et les substitutions de domaines sont généralement consi-
dérées comme les événements évolutifs majeurs a 1’origine des modifications des architectures
[Bornberg-Bauer et al., 2005; Moore et al., 2008] (voir figure 1.6). Ils peuvent se combiner pour

donner des réarrangements plus complexes comme les permutations circulaires.

Les insertions/délétions de domaines sont une grande source de variabilité dans les architec-
tures de domaines (figure 1.6A). L’analyse des arrangements de domaines dans les chromosomes
bactériens [Pasek er al., 2006] a permis de mettre en évidence que les insertions/délétions sont
plus fréquentes aux extrémités N et C-terminales des architectures qu’a I’intérieur, et que les fu-
sions et fissions de genes semblent étre des mécanismes dominants. L’acquisition d’un nouveau
codon initiateur ou la perte d’un codon stop pourraient expliquer ces événements de fusion et fis-

sion [Weiner et al., 2006]. L’analyse des protéines multidomaines chez les eucaryotes a permis
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FIGURE 1.6 — Modifications des architectures de domaines. (A) Les événements élémentaires permettant
de créer de nouvelles architectures sont les substitutions de domaines, les insertions/délétions et les dupli-
cations, extrait de [Pasek er al., 2006]. (B) Insertions emboitées, extrait de [Aroul-Selvam ef al., 2004].(a)
Insertion simple (b) Insertion emboitée (c) Insertion double. (d) Insertion triple. (C) Origines des permu-
tations circulaires. Elles peuvent étre obtenues a partir d’'une duplication de I’architecture suivie de pertes
différentielles (a) ou bien de deux événements de fusion indépendants (b). Extrait de Weiner et Bornberg-
Bauer [2006].

de mettre en évidence I'importance des insertions/délétions par rapport aux répétitions internes et
aux substitutions [Bjorklund ez al., 2005]. 11 existe également des cas d’insertions emboitées de
domaines [Aroul-Selvam et al., 2004] (figure 1.6B), c’est-a-dire, des cas ou un domaine est inséré
a I’intérieur d’un autre domaine. L.’analyse des protéines de la PDB [Andreeva et al., 2008] a mis

en évidence 40 cas d’insertions emboités. Dans la majorité des cas, une seule insertion est trouvée

10
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(figure 1.6B(a)) mais il existe des cas d’insertions emboitées multiples. Ces insertions se retrouvent

majoritairement dans les structures de type «//3 ou v + 3 dans les régions contenant des boucles.

Les évenements de fusion/fission ont été étudiés dans le cadre des prédictions d’interactions
fonctionnelles protéines-protéines. Marcotte ef al. [1999] ont développé une méthode basée sur la
génomique comparative dans laquelle I’interaction fonctionnelle entre deux protéines est prédite
s’il existe une troisieme protéine correspondant a une forme fusionnée des deux premieres. Par
exemple, les protéines Gyr A et Gyr B, deux sous-unités de I’ADN gyrase d’Escherichia coli
qui interagissent fonctionnellement sont retrouvées fusionnées dans la protéine Topoisomérase 11
présente chez Saccharomyces cerevisiae. La protéine fusionnée est nommée la Pierre de Rosette
en référence 2 la stele gravée datant de 1'Egypte ancienne qui a permis le déchiffrage moderne
des hiéroglyphes ; cette protéine permet de déchiffrer ’interaction entre deux autres protéines.
D’un point de vue évolutif, I’existence de ces trois protéines peut étre le résultat de fusions ou de
fissions. Il est clair que pour les protéines pour lesquelles on trouve des pierres de rosette tendent
a participer aux mé€mes fonctions. Cependant, certains génomes réduits présentent une proportion
importante de Pierres de Rosette comme celui de Mycoplasma genitalium dans lequel 15 pierres
ont été détectées Enright et Ouzounis [2001]. Elles correspondent a des protéines distinctes chez
Mycoplasma pneumoniae, une espece proche dont le génome est 17% plus gros. Dans ce cas, la
fusion de ces protéines pourrait aussi bien €tre le résultat de la pression sélective pour favoriser

leur co-fonctionnement que de celle qui tend a rendre le génome plus compact.

L’ orientation des événements de fusion et fission sur des arbres phylogénétiques a partir de
méthodes de parcimonie a permis de mettre en évidence que les événements de fusion sont quatre
fois plus communs que les événements de fission [Kummerfeld et Teichmann, 2005; Snel et al.,
2000].

La combinaison de ces différents événements peut aboutir a des réarrangements plus com-
plexes comme les permutations circulaires (CP, figure 1.6C). Elles correspondent a de nouvelles
architectures dans lesquelles 1’ordre séquentiel des domaines est inversé, c’est-a-dire ou le frag-
ment N-terminal d’une protéine est similaire au fragment C-terminal d’une autre et vice-versa. Les
premiers exemples de CP ont été décrits pour I’adénine méthyltransférase [Jeltsch, 1999] puis pour
différents ABC transporteurs, des déshydrogénases, des chitinases et des protéines de fixation aux
oligopeptides [Weiner et al., 2005]. L’une des hypotheses expliquant ces permutations circulaires
(et leur fixation) est que la fonctionnalité et la structure 3D des domaines sont plus contraintes que
I’ordre des domaines dans 1’arrangement. Deux mécanismes majeurs peuvent expliquer ces permu-
tations : un événement de duplication en tandem sur le chromosome suivi de pertes [Jeltsch, 1999]
(figure 1.6C.a), ou bien deux événements de fusions indépendants [Bujnicki, 2002] (figure 1.6C.b).
Dans le premier cas, apres la duplication, il peut apparaitre de nouveaux codons stop et start qui
produisent des états intermédiaires de CP. Leur observation permet alors de retracer I’histoire des

architectures correspondantes. L’analyse systématique des permutations circulaires détectées dans
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les architectures de ProDom version 2004 a permis de mettre en évidence que les événements de

fusions indépendants sont les plus fréquents [Weiner et al., 2006].

1.2.2 Diversification des répertoires de protéines
1.2.2.1 L’univers des séquences protéiques : une diversité croissante

Depuis que le premier génome bactérien d’Haemophilus influenzae a été séquencé en 1995
[Fleischmann ez al., 1995], le nombre de génomes bactériens completement séquencés double tous
les 20 mois environs (et tous les 24 mois environ pour les Archébactéries). De plus, de nombreux
projets de métagénomiques visant a échantillonner les populations de microorganismes [ Yooseph
et al., 2007] contribuent a la croissance exponentielle du nombre de séquences protéiques dispo-
nibles. Le regroupement de ces séquences en familles de protéines homologues permet d’appréhen-
der la diversité de I’univers des protéines du monde vivant séquencé. La principale caractéristique
de cet univers de famille est sa continuelle croissance avec 1’ajout de génomes completement sé-
quencés (voir figure 1.7a) [Grabowski et al., 2007; Kunin et al., 2003; Marsden et al., 2006]. Avec
les quelque 1700 génomes disponibles actuellement ®, cette croissance ne semble pas ralentir et
indiquer une quelconque saturation de 1’univers des familles de protéines. Le nombre d’especes
séquencées est relativement €levé (par rapport a la croissance de 1’acquisition des données), mais
reste tres restreint par rapport a celui des especes du monde vivant dont I’estimation est d’environ
107 [Choi et Kim, 2006], suggérant un espace des séquences extrémement vaste. Le séquencage de
génomes eucaryotes est généralement a I’origine d’une hausse significative du nombre de familles
de protéines (figure 1.7a). Cependant, la croissance observée n’est pas due aux seuls génomes eu-
caryotes puisque méme en ne considérant que des génomes procaryotes, celle-ci ne sature toujours

pas.

L’univers des protéines aujourd’hui disponible a mis en évidence une diversité jusque-la in-
soupconnée. La structure tridimensionnelle et la fonction de la plupart des protéines ne sont pas
connues. Entre 30 et 40% des protéines sont classées comme "protéines hypothétiques" [Jaros-
zewski et al., 2009]. De plus, I’univers des protéines est également caractérisé par la présence de
séquences orphelines pour lesquelles aucune séquence homologue n’a été détectée. Le nombre de
ces séquences croit avec 1’ajout de nouveaux génomes (figure 1.7b) a une vitesse moins importante
que le nombre de familles mais ne semble pas non plus saturer. L’ augmentation de I’échantillon-
nage taxonomique ne permet pas de résorber ce stock de séquences orphelines, bien que des sé-
quences homologues soient détectées pour certaines d’entre elles. L’analyse de plusieurs souches
d’Escherichia coli [LLukjancenko et al., 2010] a mis en évidence la présence de séquences orphe-

lines dans chacune des souches appuyant 1’idée que 1’augmentation de 1’échantillonnage taxono-

6. La base de données GOLD contient la liste des génomes completement séquencés ainsi que les listes des gé-
nomes en cours ou en projet de séquengage, www . genomesonline.org/cgi-bin/GOLD/bin/gold.cgi
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FIGURE 1.7 — Evolution de la diversité protéique avec le séquencage de nouveaux génomes.(a) Accu-
mulation des familles de protéines dans Gene3D [Lees et al., 2010] avec le temps représenté par I’ordre dans
lequel de nouveaux génomes completement séquencés ont été publiés. Les eucaryotes étiquetés sont impli-
qués dans de nombreuses nouvelles familles. (b) Avec la publication de chaque nouveau génome, le nombre
de séquences singletons augmente dans la base Gene3D alors que le pourcentage global de séquences sin-
gletons diminue progressivement. Extrait de Marsden ez al. [2006].

mique ne réglera pas completement leur sort (figure 1.8). Les séquences orphelines sont le sujet
de nombreuses controverses. D’un co6té, leur statut de géne a souvent été remis en question no-
tamment chez les eucaryotes ou la prédiction des genes est plus délicate que chez les procaryotes
[Wood et al., 2001]. Ainsi les prédictions chez I’homme sont passées de plus de 30 000 genes [Lan-
der et al., 2001] a un peu moins de 20 000 aujourd’hui [Goodstadt et Ponting, 2006]. D’un autre
coté, ces séquences semblent également étre une partie intégrante de chaque génome [Marsden
et al., 2006] et les premieres représentantes de nouvelles familles. Elles peuvent donc nous éclairer

sur la maniere dont les nouvelles protéines apparaissent et sur la diversification des protéines.

1.2.2.2 L’évolution des répertoires de protéines

Les contenus génomiques sont d’une tres grande diversité quantitative : on trouve des réper-
toires de moins de 500 genes (ex. Nanoarcheum equitans) a 10 000 geénes (ex. Magnetospirillum
magnetotacticum) chez les procaryotes, et de 2 000 (ex. Encephalitozoon cuniculi) a plus de 40 000
(ex. peuplier) chez les eucaryotes. Cependant, la diversité des familles de protéines représentées
dans I’ensemble des génomes est plus importante. Alors que les génomes contiennent en général
quelques milliers de genes, on définit actuellement plusieurs centaines de milliers de familles a

partir des génomes completement séquenceés.

Ces différences de contenus sont également observées pour des especes tres proches et méme
pour différentes souches d’une méme espece. En génomique comparative, on distingue le core-
génome contenant I’ensemble des genes communs a toutes les souches ou especes analysées, et le
génome accessoire qui contient les genes présents dans au moins une souche [Medini et al., 2005],

mais pas dans toutes. L'union de ces deux ensembles forme le pan-génome. La comparaison de 61
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FIGURE 1.8 — Pan et core génomes des especes analysées. La courbe bleue du pan-génome donne le
nombre cumulé de familles de génes présentes dans les génomes pris en compte. La courbe rouge du core
génome donne le nombre de familles de génes conservées dans toutes les souches. Les barres grises montrent
le nombre de nouvelles familles de genes identifiées dans chaque génome. Les 63 génomes utilisés repré-
sentent dans I’ordre d’ajout 53 souches d’Escherichia coli, 3 souches de Shiguella flexneri, 2 souches de
Shiguella boydii, 1 souche de Shiguella sonneii, 1 souche d’Escherichia fergusonii, 1 souche d’Escherichia
albertii, 1 souche de Salmonella enterica et 2 souches de Shiguella dysenteriae. Extrait de Lukjancenko
et al. [2010].

souches d’Escherichia coli a mis en évidence que le core génome représente seulement 6% du pan-
génome [Lukjancenko ef al., 2010] (figure 1.8). Cette proportion sera amenée a diminuer de plus en
plus avec I’ajout de nouvelles souches. La taille du core génome a I’échelle du monde vivant est de
plus en plus restreinte avec 1’ajout de nouveaux génomes. Koonin [2003] I’estimait a 60 protéines
en considérant 100 génomes, et dans la derniere version ’HOGENOM [Penel et al., 2009], conte-
nant 946 génomes, aucune famille n’est universelle. Cette notion de core génome atteint donc ses
limites quelque soit 1’échelle évolutive utilisée et traduit une évolution des répertoires dynamique
avec un renouvellement important. Dans I’exemple d’Escherichia coli, I’ensemble des genes ad-
ditionnels spécifiques d’une ou quelques souches, montre a quel point 1’acquisition de nouveaux

genes peut étre rapide (voir figure 1.8).

La diversité des contenus des génomes actuels que 1’on retrouve dans I’ensemble du monde
vivant suggere une histoire évolutive complexe dans laquelle les contenus sont sans cesse remo-
delés. Parmi les mécanismes a 1’origine de nouveaux genes, on peut citer les duplications (par
recombinaison par exemple), la rétroposition, les transferts horizontaux et 1’apparition de novo
(figure 1.9A-D). L’analyse de 308 nouveaux genes dans la lignée de Drosophila [Zhou et Wang,
2008] a permis de mettre en évidence I’importance relative de ces différents mécanismes dans cette

lignée (figure 1.9E).

e La duplication des genes représente le mécanisme majeur a 1’origine des nouveaux genes
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dans la lignée de Drosophila. 11 est impliqué dans 1’apparition de plus de 80% des nouveaux
genes. Ce mécanisme est considéré depuis pres de 40 ans comme 1’une des forces majeures
dans I’évolution de nouvelles fonctions [Ohno, 1970], bien que dans 50 a 80% des cas, les co-
pies accumulent des mutations jusqu’a leur inactivation (pseudogénisation) [Lynch et Force,
2000]. Dans les autres cas, il a été proposé que deux mécanismes importants permettent la
rétention du gene dupliqué : la néofonctionalisation et la subfonctionalisation [Roth et al.,
2007]. Lorsque la duplication de geénes créé deux loci redondants, ceux-ci sont libres d’ac-
cumuler des mutations qui peuvent conduire a la perte ou au gain d’une fonction tant que
I’une des copies assure la fonction ancestrale : c’est la néofonctionalisation [Ohno, 1970].
Dans le cas de la subfonctionalisation [Hughes, 1994; Lynch et Force, 2000], les deux copies
accumulent des mutations dégénératives causant la perte complémentaire de sous-fonctions.
La duplication de genes se produit par des événements de recombinaison [Arguello et al.,
2006], de rétrotransposition (a I’aide d’éléments transposables comme LINE-1 [Babushok
et al., 2007]) ou bien lors de duplications globales de génomes ou de chromosomes.

La rétroposition ou rétroduplication [Kaessmann, 2009] est un mécanisme dans lequel un
ARN messager (ARNm) est rétrotranscrit a un autre locus sur la séquence génomique. Elle
peut étre considérée comme un cas particulier de duplication ou le gene ne possede plus
d’introns ni d’éléments régulateurs. Ce mécanisme a été trés peu mis en évidence dans la
lignée de Drosophila.

Lapparition de nouveaux genes a partir de séquences non-codantes ou de novo est un méca-
nisme généralement considéré tres peu probable comparé aux autres mécanismes présentés
ci-dessus [Chothia er al., 2003; Jacob, 1977]. Mais quelques exemples dans la lignée des
Drosophiles [Levine et al., 2006; Zhou et al., 2008] et dans celle de ’homme [Knowles et
McLysaght, 2009] suggerent qu’il serait probable. Il serait a I’origine d’un peu moins de

12% des nouveaux genes dans la lignée de Drosophila (figure 1.9E)

Une maniere d’appréhender I’histoire évolutive des répertoires de protéines est d’inférer les

contenus des génomes ancestraux a partir de scénarios d’évolution des familles présentes dans

les génomes actuels. Alors que les simples profils phylogénétiques décrivent la présence et 1’ab-

sence dans les especes contemporaines, les scénarios d’évolution propagent cette information dans

I’arbre des especes correspondant a partir d’'un modele d’évolution. Ces scénarios peuvent étre

interprétés comme une succession d’événements élémentaires tels que le gain, la duplication, la

perte et la transmission verticale. Il est donc possible d’appréhender la diversification des pro-

téines en suivant la diversification des especes. L’acces aux contenus ancestraux permet de situer

précisément les différents événements évolutifs ainsi que leurs fréquences le long de chaque li-

gnée. Il est donc possible de préciser la dynamique du renouvellement des génomes, ce qui n’est

pas accessible avec les seuls répertoires des especes actuelles.

Dans la volonté d’inférer les contenus des génomes ancestraux, il y a certes la possibilité de
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FIGURE 1.9 — Mécanismes a I’origine de nouveaux genes. Les exons sont représentés par les boites et les
régions intergénique ou intronique sont représentées par des lignes. (A) La duplication de géne par recom-
binaison homologue non allélique (NAHR). Les fleches noires et grises représentent des éléments répétés
d’une méme famille encadrant le géne dupliqué. Une NAHR entre ces éléments conduirait a une nouvelle
copie du gene. (B) La rétroposition. Lorsqu’un ARNm épissé d’un gene parental est accidentellement ré-
trotranscrit et inséré a un autre locus, cela produit une copie du géne parental sans introns. (C) Transfert
horizontal. De nouveaux genes peuvent étre introduits d’un organisme A vers un organisme B par transfert
horizontal. (D) Origine de novo. Les nouveaux genes apparaissent a partir de séquences non codantes. (E)
La répartition des mécanismes a I’origine des 72 nouveaux genes de Drosophila melanogaster, des 177 nou-
veaux genes de D. yakuba et des 59 nouveaux genes apparus chez I’ancétre de D. melanogaster, D. simulans
et D. sechellia est représentée respectivement par les barres gris foncé, gris clair et blanc. Extrait de Zhou et
Wang [2008].

comprendre la dynamique de leur évolution, mais il y a aussi la volonté de mettre en relation la
composition des génomes des especes avec leur style de vie et leur adaptation a leur environne-
ment. Différentes analyses de groupes d’especes spécifiques a permis de mettre en perspective les
fonctionnalités gagnées et perdues avec le style de vie des especes actuelles. Ainsi I’adaptation
des especes a de nouvelles niches ou de nouveaux hoétes correle assez bien avec la modification du
contenu des génomes, notamment chez les bactéries symbiotiques et parasitaires [Boussau et al.,
2004; Kettler et al., 2007; Marri et al., 2007].

Par exemple, 1’analyse des contenus des génomes ancestraux des Alphaprotéobactéries [Bous-
sau et al., 2004] a mis en évidence 1’expansion massive des répertoires des Rhizobiales (symbiotes
de plantes) et deux réductions extrémes indépendantes dans la lignée de Rickettisa et Wolbachia
(bactéries intracellulaires obligatoires) et dans la lignée de Brucella et Bartonella (bactéries in-
tracellulaires facultatives). La figure 1.10 résume ces extrémes variations de fréquences. Dans
les deux cas, les genes impliqués dans les modifications des répertoires sont associés aux fonc-
tions li€es a I'interaction avec le nouvel environnement des bactéries. On peut noter par exemple
la perte indépendante des genes impliqués dans la mobilité (assemblage du pilus et biosynthese
des flagelles) pour les bactéries intracellulaires, alors que les expansions sont caractérisées par

I’acquisition de protéines impliquées dans le transport et le métabolisme de nombreux métabo-
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lites secondaires. Ces modifications suggerent une réponse aux changements environnementaux
ou I'utilisation des ressources du sol et I’interaction avec les plantes ont augmenté au cours du
temps. L’analyse spécifique des Rickettisa de Blanc et al. [2007] semble globalement en accord
puisqu’ils prédisent un ancétre des Rickettsia adapté a la vie cellulaire parasitaire, avec des pertes

massives antérieures.
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FIGURE 1.10 — Gain et perte de genes au cours de I’évolution des Alphaproteobactéries. Les fleches
pointant vers le haut indiquent une expansion des génomes (G) et les fleches pointant vers le bas indiquent
une réduction des génomes (L). Leur couleur et leur taille représentent le nombre net de genes gagnés ou
perdus sur chaque branche. Les diagrammes de couleurs représentent la fraction relative des génes associés
a différentes catégories fonctionnelles. Jaune : traitement et stockage de I'information ; vert : métabolisme ;
rouge : processus cellulaires et bleu : fonction mal caractérisée. Les abréviations des noms des especes sont
les suivantes : RP, Rickettsia prowazekii ; RC, Rickettsia conorii ; BQ, Bartonella quintana ; BH, Bartonella
henselae ; BM, Brucella melitensis ; BS, Brucella suis; CC, Caulobacter crescentus; AT, Agrobacterium
tumefaciens ; SM, Sinorhizobium meliloti ; ML, Mesorhizobium loti ; and BJ, Bradyrhizobium japonicum ;
WP, Wolbachia pipientis ; RhP, Rhodopseudomonas palustris. Extrait de Boussau et al. [2004].

Cependant, bien que dans certains cas, comme pour les bactéries symbiotiques, de nombreux
indices indiquent un lien entre I’évolution des répertoires de genes et I’adaptation a 1’environne-
ment, il reste de nombreux cas ou cette relation n’est pas évidente. Par exemple, les Prochloro-
coccus (des Cyanobactéries marines) présentent également dans certaines lignées des réductions
du répertoire de genes [Kettler ef al., 2007]. Mais leur mode de vie ainsi que leur environnement
ne permettent pas d’expliquer ces réductions, des analyses complémentaires sont donc nécessaires

pour expliquer ces variations.
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1.3 Méthodes d’analyse de la modularité des protéines

1.3.1 Méthodes de détection et de recherche d’homologie entre protéines

La détection des domaines protéiques est une étape fondamentale pour la caractérisation des
architectures de domaines. La définition du domaine est historiquement structurale, cependant,
la croissance des données structurales n’est pas suffisante pour annoter entierement 1’univers des
protéines, c’est pourquoi la définition complémentaire des modules basées sur I’homologie des

séquences protéiques est largement utilisée pour I’annotation modulaire des protéines.

Les méthodes de comparaison de séquences comme BLAST ont des difficultés a retrouver
les homologies distantes lorsque la divergence des séquences est trop importante. Lorsque 1’iden-
tité est inférieur a 30%, (la Twilight Zone [Doolittle, 1986]), la reconnaissance de 1’homologie
est améliorée en utilisant des profils de séquences, construits a partir de 1’alignement multiple
de séquences connues d’une famille de protéines ou de domaines homologues. La méthode de
PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST [Altschul ef al., 1997]) construit un profil de 1’ali-
gnement sous la forme d’une PSSM (Position Specific Scoring Matrix) qui calcule un nouveau
score pour chaque acide aminée a chaque position de I’alignement. PSI-BLAST peut fonctionner
de maniere itérative en intégrant au profil les nouvelles séquences recrutées a chaque itération. La
méthode HMMer [Finn ef al., 2010], utilisant un profil basé sur les modeles de Markov a états
cachés, présente une meilleure sensibilité dans la détection des homologies anciennes. Les PSSMs
utilisées dans PSI-BLAST sont ici formalisées en modeles probabilistes dans lequel les insertions

et les délétions sont modélisées en plus des substitutions.

Lorsque I'identité descend en dessous de 15% (la Midnight Zone [Rost, 1998]), il devient né-
cessaire d’ajouter 1’information structurale pour inférer 1’homologie. En effet, les structures de
protéines homologues sont bien mieux conservées au cours de I’évolution que ne le sont les sé-
quences en acides aminés correspondantes. La définition de la similarité entre deux structures n’est
pas unique. Les nombreuses méthodes développées reposent sur des scores de similarités diffé-
rents. Par exemple, certaines méthodes alignent les résidus dans I’espace comme SSAP (Sequence
Structural Alignment Program) [Orengo et Taylor, 1996] ou CORA [Orengo, 1999] et calculent un
score associé a cet alignement qui permet de déterminer le degré de similarité entre les structures.
D’autres méthodes alignent les séquences codées en structures secondaires pour lesquelles une ma-
trice de dissimilarité est générée comme COMPARER [Sali et Blundell, 1990] ou VAST [Made;j
et al., 1995]. Cette derniere propose le calcul d’une p-value donnant la signification statistique de

I’alignement de fagon analogue a la E-value de BLAST.

Les séquences protéiques peuvent tre comparées sur I’ensemble de leur longueur et regrou-

pées en familles de protéines homologues. On distingue deux types de bases de données : celles
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utilisant une comparaison automatique de toutes les séquences et celles proposant une expertise
manuelle des familles. Les premieres définissent un critere de similarité entre les séquences puis
les regroupent selon des méthodes spécifiques a chaque base de données comme le simple lien pour
HOGENOM [Penel et al., 2009] ou I’algorithme MCL [van Dongen, 2000] pour Tribes [Enright
et al., 2002]. On peut également citer les bases de données COG [Tatusov et al., 2003] ou SYS-
TERS [Meinel et al., 2005]. Les secondes définissent les familles de protéines a I’aide de motifs
conservés spécifiques qui sont utilis€s pour recruter de nouvelles séquences homologues. On peut
citer PRINTS [Attwood et al., 2003] et TIGRFAM [Haft er al., 2003] par exemple, ces bases de
données ont une couverture de I’univers des protéines assez réduite (quelques milliers de familles

sont annotées).

Les bases de données de domaines et modules sont également nombreuses et different les unes
des autres par les données initiales (séquences ou structures) et le protocole d’alimentation de la
base de données (automatique, semi-automatique ou manuel). En effet, il existe des méthodes de
construction automatique a partir des séquences protéiques comme ProDom [Bru et al., 2005],
EVEREST [Portugaly et al., 2007] et ADDA [Heger et al., 2005] qui proposent donc des familles
de modules. Les méthodes semi-automatiques offrent une expertise manuelle des familles débou-
chant sur des modeles de Markov cachés (HMMs), des profils ou des motifs utilisés pour recruter
de nouvelles séquences dans les bases de données comme Pfam [Finn ez al., 2010], Prosite [Sigrist
et al.,2002] ou SMART [Letunic et al., 2009]. En regle générale, elles utilisent les familles de do-
maines structuraux comme données initiales, ainsi la majorité des modules décrits correspondent a
des domaines. Enfin, il existe également des bases de données hiérarchiques de domaines structu-
raux comme CATH [Cuff er al., 2009b], SCOP [Andreeva et al., 2008] ou Dali [Holm et Rosens-
trom, 2010] utilisant les données disponibles dans la PDB. Ces classifications sont manuelles, mais
guidées par des algorithmes de comparaison de structures. Les domaines sont classés en fonction
de leur similarité de séquences et de structures. On peut généralement décrire deux niveaux hié-
rarchiques spécifiques ou les domaines sont regroupés en familles (et superfamilles) de domaines
homologues. Les niveaux plus généraux regroupent ces familles en fonction des repliements tridi-
mensionnels et du contenu en structures secondaires, I’hypothese de ’homologie n’est pas vérifiée

dans ces niveaux supérieurs.

1.3.2 Méthodes de comparaison des architectures

Larchitecture de domaines des protéines est une suite ordonnée de domaines de 1’extrémité
N-terminale a C-terminale. Une maniere de comparer ces architectures est de mesurer leur simi-
larité a partir d’un alignement comme on mesure la similarité de séquences nucléiques ou pro-
téiques. Cependant, I’alphabet correspond a I’ensemble des domaines disponibles, pour lesquels

il est impossible de construire une matrice de substitution ou de dissimilarité entre tous les do-
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maines. Cependant, des indices ont été créés pour mesurer une distance entre deux architectures.
Par exemple, Bjorklund er al. [2005] ont défini la "Domain distance" qui compte le nombre de
trous dans un alignement simple de deux architectures. Ils montrent que cette distance est corrélée
au nombre d’événements évolutifs requis pour passer d’une architecture a 1’autre (par insertion,
délétion, substitution ou duplication). Pasek er al. [2006] mesurent la distance entre deux archi-
tectures comme le rapport du nombre de domaines communs et de la longueur de la plus grande

architecture.

D’autres méthodes plus spécifiques de comparaison d’architectures ont été mises en place : no-
tamment RASPODOM [Weiner et al., 2005] qui détecte les permutations circulaires entre architec-
tures, et DOMAIN TEAM [Pasek ef al., 2005] qui permet une analyse plus fine des mécanismes
d’évolution des architectures en étudiant les microsynténies de domaines sur les chromosomes

d’especes procaryotes.

1.4 Meéthodes d’analyse de scénarios d’évolution

La dimension évolutive est fondamentale dans la compréhension de la diversification des pro-
téines. L'inférence de scénarios d’évolution permet de reporter sur un arbre des especes des événe-
ments évolutifs comme le gain, la perte ou la duplication d’une famille de protéines pour laquelle
on peut déduire une histoire évolutive. L utilisation des données de génomes complets donne un
acces aux répertoires ancestraux qui représentent un point de vue intéressant dans la diversification

des especes comme nous I’avons succinctement présenté précédemment.

De nombreuses méthodes ont été proposées pour réaliser ces inférences ces dernieres années.
Nous ne présenterons ici que les méthodes développées avant le démarrage de ce projet, les autres

seront discutées dans le chapitre suivant en comparaison de la méthode que nous proposons.

1.4.1 Le critere de maximum de parcimonie

Les premiers modeles utilisés se basent sur un critere de maximum de parcimonie qui recherche
le scénario expliquant le profil phylogénétique actuel en minimisant un score. Les méthodes dé-
veloppées modélisent essentiellement les événements de gain et de perte, mais les duplications
peuvent également étre prises en compte. De maniere générale, soit les méthodes cherchent a mi-
nimiser le nombre de gains en attribuant des pénalités différentes aux événements de gain et de
perte [Boussau et al., 2004; Mirkin et al., 2003; Snel et al., 2002], soit le modele minimise le
nombre total d’événements en attribuant des pénalités identiques [Dagan et Martin, 2007; Fong
et al., 2007; Kunin et Ouzounis, 2003b].
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Les pénalités utilisées pour les événements de gain et de perte sont homogenes sur I’ensemble
des branches de ’arbre. Il n’y a donc généralement qu’un seul parametre a estimer : la pénalité
de gain relativement a celle associée a la perte fixée a 1. Le choix de la pénalité est assez diffé-
rent d’'une méthode a I’autre. Il repose généralement sur une analyse empirique des contenus des
répertoires ancestraux inférés avec différentes valeurs de pénalités. D un point de vue quantitatif,
lorsque le gain est aussi pénalisé que la perte (ou moins), on augmente les événements de gains
multiples qui seront récents et donc dépeupleront les nceuds ancestraux. Lorsqu’au contraire, le
gain est extrémement pénalisé, la plupart des scénarios présentent un unique gain suivi de nom-
breuses pertes. Les tailles des répertoires ancestraux sont dans ce cas plus grandes que celles des
répertoires actuels. Dagan et Martin [2007] choisissent le jeu de pénalités qui permet d’obtenir
une distribution des tailles des répertoires ancestraux similaires a celles des répertoires actuels .
Mais on peut également construire un intervalle de valeurs excluant les cas extrémes [Snel et al.,
2002]. Ce choix moins risqué permet d’obtenir des bornes inférieures et supérieures aux nombres
d’événements inférés, mais les histoires spécifiques des familles ne sont plus interprétables in-
dépendamment. On peut également se baser sur le contenu qualitatif des génomes ancestraux en
considérant que le contenu doit permettre a la cellule de vivre et doit donc contenir 1’ensemble des

voies métaboliques nécessaire a sa survie de base [Boussau et al., 2004; Mirkin et al., 2003].

Les méthodes utilisant le critere de parcimonie ont 1’avantage d’étre rapides et le modele évo-
lutif utilisé est relativement simple : peu de parametres sont utilisés. Cependant, quelques incon-
vénients méthodologiques et biologiques restent difficiles a améliorer avec ces approches. Par
exemple, les pénalités des différents événements sont fixées a priori par I’expérimentateur en fonc-
tion des résultats obtenus avec différentes pénalités : cela dirige les résultats vers ce qui est attendu
par I’expérimentateur et permet difficilement de complexifier le modele en ajoutant des parametres
qu’il faudrait estimer de la méme maniere. De plus, les cas ambigus ou plusieurs scénarios sont
possibles sont résolus de maniere arbitraire. L.’ensemble de ces choix a un impact important sur les

résultats obtenus.

1.4.2 Le critere de maximum de vraisemblance

Le critere de maximum de vraisemblance est une méthode statistique pour inférer les para-
metres d’une distribution de probabilité d’un échantillon donné. Les événements évolutifs de gain,
de perte et de duplication sont, dans ce type de modele, associés a une probabilité que le modele
estime en fonction du jeu de données disponible en maximisant une fonction de vraisemblance
donnée. Le scénario évolutif retenu est celui de probabilité maximum. L’utilisation de ce critere
dans I'inférence des scénarios d’évolution permet de pallier certaines limitations des méthodes
utilisant le critere de parcimonie notamment sur 1’estimation des parametres. Elles permettent éga-

lement d’augmenter le nombre de parametres du modele. En effet, les résultats obtenus avec les
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modeles de parcimonie suggerent une dynamique différente des répertoires le long de 1’arbre avec
des événements de gain et de perte plus ou moins importants. Cette variabilité peut ainsi étre
prise en compte en supposant que le gain et la perte varient sur les branches de 1’arbre [Hao et
Golding, 2006; Iwasaki et Takagi, 2007], c’est-a-dire que les variations dans les génomes actuels
s’expliquent par des taux d’évolution propres aux génomes. La méthologie d’inférence de carac-
teres ancestraux avec des parametres hétérogenes le long d’un arbre phylogénétique a été introduit
par Pagel [1994]; Pagel e al. [2004] a I’aide d’un modele de Markov continu.

0.1

Analyse de I’évolution dans le groupe des Bacillus.
/J,? Différents taux d’insertion/délétion sont utilisés sur
i ; la phylogénie. Le taux p; correspond aux branches
(a) ‘ du groupe Bacillus cereus (Bc), le taux o corres-
| | pond a la branche (en noir) menant au groupe Bc et
le taux pu3 est appliqué aux branches restantes. Extrait

_ici E ; de Hao et Golding [2008].
Ba, Ba, Bay Bt 31 B3, 544 Gk [ | Bh Oi
S2Mb 52N S2MD ﬂb | I 4ﬂu ﬂ" ﬂ’“’
- _#_ -lEle ?;.wh
: ——
Modélisation de 1’évolution des familles par un pro-
cessus de Markov, R,, est la matrice de transition
d’un état a ’autre. Il y a 4 états possibles : absence
0 |—om Gn 0 0 (0), présence d’1, 2 ou 3 représentants de la famille.
(b) R — 1] B —an—Pn an, 0 a,, correspond a la probabilité de gain et 3,, a la pro-
" 21 0 B, —an - By o babilité de perte. Les duplications sont modélisées
comme des gains (plafonnés a 3) et les événements
3L 0 0 Bn —Bn multiples ne sont pas autorisés (passage de 1 a 3 par

exemple). Extrait de Iwasaki et Takagi [2007].

FIGURE 1.11 — Description de 2 modéeles utilisant le critere de maximum de vraisemblance. (a) Modele
prenant partiellement en compte la variabilité entre lignées. (b) Modele prenant en compte les duplications et
une variabilité sur toutes les branches. Les abréviations des noms des especes de I’arbre sont les suivantes :
Bay, Bacillus anthracis Ames ; Bas, Bacillus anthracis "Ames Ancestor" ; Bas, Bacillus anthracis Sterne ;
Bt, Bacillus thuringiensis ; Bcy, Bacillus cereus ZK ; Bco, Bacillus cereus ATCC 10987 ; Bcs, Bacillus
cereus ATCC 14 579 ; Gk, Geobacillus kaustophilus ; Bl, Bacillus licheniformis ; Bs, Bacillus subtilis ; Bk,
Bacillus clausii ; Bh, Bacillus halodurans ; Oi, Oceanobacillus iheyensis .

Hao et Golding [2006] ont étudié spécifiquement 1’évolution des taux d’évolution des réper-
toires de geénes dans le sous-arbre des Bacillus ou ils ont distingué jusqu’a 3 taux d’évolution
différents a partir des longueurs de branches inférées sur I’arbre des especes. Ils ont comparé plu-
sieurs modeles emboités : les probabilités de gain et de perte sont homogenes sur I’arbre, elles
sont différentes dans les especes proches du groupe Bacillus cereus, et enfin un troisieme taux est
introduit pour distinguer la longue branche menant au groupe Bacillus cereus (figure 1.11a). La
comparaison des vraisemblances montre que le modele avec trois catégories de branches explique

significativement mieux les données. Cette variabilité inter-espece peut étre analysée plus précisé-
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ment en laissant chaque branche évoluer a sa propre vitesse. Iwasaki et Takagi [2007] ont mis en
place un processus de Markov pour modéliser les gains, les pertes et jusqu’a 3 duplications (il y
a donc 4 états possibles : absence, 1, 2 et au moins 3 copies présentes, figure 1.11b). L’utilisation
du critere de maximum de vraisemblance permet de comparer efficacement (a partir d’'un modele
probabilisé) différents modeles évolutifs pour décrire 1’évolution des familles de protéines sans a

priori sur les résultats a obtenir, ce qui est un avantage utile par rapport au critere de parcimonie.

1.4.3 Des données biologiques pour compléter les modeles

Dans I’ensemble des méthodes présentées précédemment, les données biologiques utilisées
sont les familles de protéines (ou de domaines) homologues a partir desquelles on déduit un profil
phylogénétique. Celui-ci code la présence et I’absence de chaque famille dans les especes considé-
rées a partir du contenu de la famille. D’un point de vue biologique, la perte d’une famille de genes
peut s’expliquer par une pseudogénisation du gene qui correspond a I’accumulation de mutations
ou d’insertion/délétion jusqu’a inactivation du gene. Ils peuvent étre détectés a I’aide de méthodes
comme PSI-BLAST. Blanc ef al. [2007] utilise les pseudogenes pour distinguer les gains multiples
des pertes sur le sous-arbre des Rickettsia. La reconstruction des génomes ancestraux se base sur la
présence dans les especes contemporaines de genes entiers ou sous forme de pseudogenes sans uti-
liser de critere de parcimonie ou de vraisemblance explicite. Cette méthodologie présente un point
intéressant avec la recherche des pseudogenes qui sont de bons indicateurs des pertes, cependant

leur détection devient difficile lorsque les especes sont trop éloignées.

1.5 Réconciliation des approches modulaires et

phylogénétiques de I’évolution des protéines

L’évolution des protéines a été abordée de deux manieres complémentaires. D’un c6té, 1’uni-
vers des protéines est décrit comme extrémement vaste et dynamique. Les répertoires de familles
de protéines sont sans cesse remodelés au cours de 1’évolution. Cependant, I’origine des nouvelles
protéines inférée au cours de I’histoire n’est pas connue et les mécanismes a I’origine de ces gains
ne sont pas détaillés, car inaccessible a partir des seuls répertoires de protéines. D’un autre coté,
les protéines sont décrites comme modulaires et leur diversification est directement liée aux réar-
rangements des domaines composant leur architecture. L’univers des domaines est décrit comme
restreint et statique avec une origine ancienne pour la majorité des domaines. La diversité des pro-
téines s’explique principalement par la recombinaison de ces domaines a travers les mécanismes
d’insertion, délétion, substitution et duplication. Tres peu d’analyses ont restitué ces arrangements

dans un contexte phylogénétique explicite pour proposer une origine aux architectures [Ekman
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et al., 2007; Fong et al., 2007; Jiang et Blouin, 2007]. Ces travaux reconstruisent les répertoires
ancestraux en architectures de domaines et proposent une origine en comparant 1’ensemble des
architectures disponible au cours de I’évolution. Les travaux de Ekman ef al. [2007] sur les euca-
ryotes ont permis de retracer 1’apparition des architectures de protéines et des domaines protéiques
dans I’histoire des eucaryotes. Les innovations en domaines sont majoritairement anciennes et cor-
respondent a des protéines monodomaines, tandis que les architectures de domaines sont apparues
majoritairement par réarrangement d’anciens domaines et architectures. La comparaison des ar-
chitectures ancestrales a montré que le mécanisme principal de réarrangement est I’insertion de
domaines. Cependant, dans cette analyse, la couverture des s€quences protéiques par les domaines
est d’'un peu moins de 40%, ce qui peut &tre une source d’erreur quant a 1’origine de certaines

architectures.

Dans cette these, nous avons cherché a mettre en place une méthodologie réconciliant ces deux
aspects de I’évolution des protéines. En effet, I’aspect modulaire des protéines est essentiel a la
compréhension de la diversification des protéines, mais 1’étude de 1’évolution nécessite le posi-
tionnement de cette modularité sur un arbre des especes. Ainsi, nous proposons une approche dans
laquelle I’évolution des protéines est appréhendée du point de vue de leur décomposition en do-
maines ou modules en utilisant trois bases de données : HOGENOM pour les familles de protéines,
Pfam pour les familles de domaines expertisés et ProDom pour les familles de modules protéiques
construites automatiquement. Nous avons modélisé I’évolution de ces familles par un réseau Bayé-
sien basé sur I’arbre phylogénétique des especes. Les scénarios d’évolution les plus probables, qui
refletent la présence ou 1’absence de chaque protéine, domaine ou module dans les especes an-
cestrales, ont été inférés dans le cadre de ce modele. La mise en relation de ces scénarios permet

d’analyser I’émergence de nouvelles protéines en fonctions de domaines ou modules ancestraux.

Le chapitre 2 présente le modele mis en place pour inférer les scénarios d’évolution des familles
de protéines, de domaines et de modules. Celui-ci prend en compte 1’hétérogénéité des probabilités
de gain et de perte sur I’ensemble de I’arbre. L’estimation des parametres du modele ainsi que
I’inférence des scénarios ont été réalisées par une méthode au maximum de vraisemblance basée
sur le modele de réseau Bayésien. Le chapitre 3 présente les résultats obtenus sur 1I’évolution
des protéines et des domaines, mais aussi sur les prédictions de I’origine des nouvelles protéines
du point de vue de Pfam et de celui de ProDom. Ces deux visions de I’évolution des protéines
modulaires sont discutées en prenant en compte les différents biais associés a chacune des bases
de données. Enfin, le chapitre 4 propose une discussion de ces résultats et de leurs implications

générales.
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Chapitre 2

Inférence des scénarios d’évolution avec les

Réseaux Bayésiens

Notre approche consiste a mettre en parallele 1’évolution des familles de protéines et de mo-
dules dans le but d’expliquer I’histoire des protéines a partir de celle des modules qui composent
leur architecture. L’histoire d’une famille est représentée par la succession des gains, des pertes et
des transmissions verticales [Snel ef al., 2002] qui ont eu lieu au cours de 1’évolution. Seul le profil
phylogénétique des familles est disponible, il décrit la présence et I’absence d’une famille donnée
dans les génomes actuels. L’inférence d’un scénario d’évolution d’une famille consiste a propager

cette information dans les especes ancestrales d’un arbre phylogénétique.

Nous avons mis en place un modele d’évolution des familles dans lequel les probabilités de
gain et de perte sont hétérogenes le long de I’arbre. Ce modele permet de modéliser plus fine-
ment les différentes dynamiques évolutives des répertoires de protéines mises en évidence dans
de nombreuses analyses [Boussau et al., 2004; Kettler et al., 2007]. Ce modele est utilisé dans le
contexte des réseaux Bayésiens qui réalisent I’estimation des parametres et I’inférence des scéna-
rios au maximum de vraisemblance. Cette structure est parfaitement adaptée a la problématique
d’inférence et dispose d’algorithmes d’estimation des parametres et d’inférence précis et optimi-
sés. Cette méthodologie tres générale s’applique déja dans de nombreux domaines : la physique, la
santé (notamment pour le diagnostic), la sociologie et de nombreuses problématiques biologiques
comme I’inférence de réseaux cellulaires [Friedman, 2004], la prédiction d’interactions protéines-
protéines [Jansen et al., 2003] ou encore I’analyse de 1’expression des geénes [Friedman et al.,
2000; Gevaert et al., 2006].
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2. RESEAUX BAYESIENS

L’ objectif de ce chapitre est de présenter le modele de réseau Bayésien utilisé pour inférer les
scénarios d’évolution des familles de protéines et de modules. Apres une présentation théorique
de la méthodologie utilisée et la maniere dont nous 1’avons appliquée a notre problématique, nous

présenterons les différentes analyses qui nous ont permis de la valider.

2.1 Construction du réseau bayésien : définitions et

méthodologies

2.1.1 Un réseau Bayésien : définition et application

Un réseau bayésien est un modele probabiliste qui décrit de maniere graphique les dépendances
conditionnelles entre des variables aléatoires d’intérét. C’est un mélange de la théorie des graphes
et de celle des probabilités afin de représenter une distribution de probabilités jointes sur un en-
semble de variables aléatoires '. Cette structure est idéale pour formaliser un probleme, acquérir
de I'information et en extraire des connaissances. Elle permet d’effectuer des inférences dans un

contexte d’incertitude.

Notre approche modélise les gains et les pertes le long de I’arbre des especes. Nous travaillons
avec des variables discretes, ainsi I’ensemble des définitions et algorithmes présentés sont valides

dans ce cas précis. Le cas de variables continues n’est pas présenté.

Définition 2.1. Un réseau Bayésien 3 est défini par :

e un ensemble de variables aléatoires U = { X1, Xa, ..., X, } définies sur un espace probabi-
lisé (Q,P),

e un graphe dirigé et acyclique (DAG, pour Directed Acyclic Graph) G(V,E), ou V est ’en-
semble des neeuds associés aux variables aléatoires et E est I’ensemble des arcs de G repré-
sentant les dépendances conditionnelles entre elles,

e une distribution de probabilités conditionnelles associée a chaque variable X; et déterminée
en fonction des parents de X;, pa(X;) dans G. Si X; n’a pas de parent alors on définit la
distribution P (X;).

Théoreme 2.1 (La regle de chaine). Soit B un réseau Bayésien sur U = {X1,Xs,....X,,}. B
définit une unique distribution de probabilités jointes P(U) donnée par le produit de toutes les

tables de probabilités conditionnelles définies dans B :

P = [[ P | pa(X) e

1. L’annexe A (page 103) présente des notions de base sur les probabilités associées aux réseaux Bayésiens ainsi
que sur leur relation avec les graphes.
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avec pa(X;) I’ensemble des parents de X; dans B,

et P(X; | pa(X;)) = P(X;) lorsque pa(X;) = 0

La définition d’un réseau Bayésien nécessite la spécification des variables aléatoires et des liens
dirigés entre elles. Pour chacune des variables, la loi de probabilité conditionnelle est spécifiée.
Dans le cas de variables discretes, cette loi peut étre représentée par une matrice spécifiant la
probabilité des états de chaque variable en fonction des combinaisons possibles des états de ses

parents dans le graphe.

2.1.2 Estimation des parametres du modele

Les probabilités conditionnelles ne sont en général pas connues, il est donc nécessaire de les
estimer. Les réseaux Bayésiens proposent différentes approches d’estimation des parametres en
fonction du jeu de données disponible (complet ou incomplet). Dans les applications pratiques, les
bases de données sont souvent incompletes. Certaines variables ne sont observées que partielle-
ment ou méme jamais. Rubin [1976] distingue trois types de données manquantes :

e MCAR (Missing Completely At Random) : 1a probabilité qu’une observation soit manquante

ne dépend pas des données, c’est-a-dire le fait de ne pas avoir de valeur pour une variable Y
est indépendant des autres variables X.

e MAR (Missing At Random) : 1a probabilité qu’une observation soit manquante ne dépend pas
de la valeur qu’elle prend, c’est-a-dire le fait de ne pas avoir une valeur pour une variable Y
dépend uniquement d’autres variables X observées.

e NMAR (Non Missing At Random) : 1a probabilité qu’une observation soit manquante dépend
de la valeur qu’elle prend (non observée), c’est-a-dire le fait de ne pas avoir la valeur pour
une variable Y est dépendant de la valeur non observée de celle-ci.

Dans notre jeu de données, seuls les profils phylogénétiques sont disponibles, ainsi les valeurs des
variables associées aux especes ancestrales sont toujours manquantes, on dispose donc de données
MCAR.

Dans le cas des données MCAR (ou MAR), I’estimation des parametres peut €tre effectuée
de différentes manieres. Une premiere approche possible et la plus simple consiste a estimer les
parametres a partir de I’ensemble des données completement observées. Dans le cadre des réseaux
Bayésiens, il suffit d’utiliser tous les exemples ot X; et pa(X;) sont complétement mesurés pour
Iestimation de P(X; | pa(X;)). Cependant, lorsque le nombre de variables est élevé, il devient
difficile d’avoir suffisamment d’exemples pour chaque variable et pour que la qualité de I’esti-
mation soit bonne. Une deuxieme approche consiste a remplir les données manquantes dans un
premier temps puis a réaliser 1’estimation des parametres sur le jeu de données complet créé.

Notre choix s’est porté sur 1’algorithme Espérance-Maximisation (EM) [Dempster et al., 1977]
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qui est implémenté dans le contexte des réseaux Bayésiens [Heckerman, 1999; Spiegelhalter et
Lauritzen, 1990]. Cette méthode est plus efficace en terme de colit de calcul que la plupart des
algorithmes existants, et la vitesse de convergence de cet algorithme est plus rapide que celle du
Gibbs Sampling [Geman et Geman, 1984] pour lequel la vitesse diminue avec la croissance des

données manquantes.

Cet algorithme, décrit ci-dessous, part de valeurs de parametres aléatoires pour estimer les
données manquantes (étape Espérance) a partir desquelles de nouveaux parametres seront calculés
(étape Maximisation). Ces deux étapes sont réitérées jusqu’a ce que la vraisemblance des para-

metres converge.

Définition 2.2. Soit B = (G,0), un réseau Bayésien défini par une structure G et un ensemble de

parametres 0. Soit D un jeu de données.
Vd € D, P(d | B) = L(B | d) est la vraisemblance de B sachant d

Si les d sont indépendants alors

L(B|D)=][P(d|B)

deD

On utilise couramment la log-vraisemblance :

L(B|D)=> log(P(d|B))

deD

Dans I’étape de maximisation, on utilise I’estimation au maximum a posteriori (MAP) au
lieu de I’estimation au maximum de vraisemblance. Cette estimation donne de meilleurs résul-
tats lorsque certaines observations n’existent pas ou sont tres rares dans le jeu d’apprentissage,

ce qui résulte en une observation impossible (N, = 0). La différence réside dans I’ajout d’un

z]k:

a priori o, pour chacun des parametres qui peuvent étre interprét€s comme des pseudo comp-

tages. Nous avons utilisé 1’équivalent Bayésien de Dirichlet avec des a priori uniformes (appelé

BDeu) [Buntine, 1991; Heckerman et al., 1995] dont les valeurs par défaut sont données par
1 Hi+1

— _1 ' actimati ,
Qijk = Xpa(x] — 1° Par exemple, I’estimation de 0;;; est :

A7§+1 _ NZOO + 0725
0 NzeOtO Nz'e()tl + 075

L’ étape d’espérance utilise les parametres courants pour inférer les états manquants. Par consé-
quent, le jeu de parametre doit étre initialisé au début de 1’algorithme, généralement de maniere
aléatoire. L’algorithme EM se termine lorsque la vraisemblance des parametres n’augmente plus.
Cependant, I’algorithme ne garantit pas d’obtenir le maximum global lorsque 1’on part d’une ini-
tialisation aléatoire, il est donc nécessaire de réaliser plusieurs estimations avec des initialisations

différentes.
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2.1. Construction des réseaux Bayésiens

Algorithme 1 Algorithme EM-MAP pour les réseaux Bayésiens

Soit B le réseau Bayésien sur les variables U = { X1, X5, ..., X, }.

Soit 0;;, 1a probabilité de X; d’étre dans I’état j sachant que la configuration de ses parents est £,
c¢’est-a-dire la probabilité conditionnelle P(X; = j | pa(X;) = k).

Une estimation au maximum a posteriori (MAP) é,]k du parametre ¢;;;, sachant le jeu de données
D =d,, ..., d,, est calculée de la maniere suivante :

Choisir € > 0 comme seuil du critére d’arrét

Soitt =0

Soit §° une initialisation aléatoire de 1’ensemble des parametres 6.

Pour tout 0, ;,, associer un a priori

Répéter
Etape E : Pour chaque i €[1,n], calculer la table des effectifs attendus en fonction des para-
metres courants :

N = E[N(X; = j,pa(X;) = k) | D]
S B () < b )
s=1

avec N (X; = j7,pa(X;) = k) le nombre de cas ou X; = j et pa(X;) =k

Etape M : Utiliser les effectifs attendus comme s’ils étaient les effectifs réels pour estimer
chaque 0;;;, au maximum a posteriori :

91
g Nk Qi 22)
ijk ot .
Zk’ (N’L]k/ + aij’)
L’estimation au maximum de vraisemblance étant :
0t
gron = D (2.3)

ijk ot
Zk’ Nijk’

t=1t+1
Jusqu’a |log(P(D | 6'1)) — log(P(D | 0Y))] < ¢

2.1.3 Méthode d’inférence des scénarios

Les relations de cause a effet entre les variables définies dans un réseau Bayésien sont probabi-
lisées. Ainsi I’observation d’une ou plusieurs causes n’entraine pas systématiquement 1’effet ou les
effets qui en dépendent, mais modifie la probabilité de les observer. Cette actualisation des proba-
bilités en fonction des connaissances introduites dans le modele permet de réaliser des inférences.
Celle-ci consiste a propager une ou plusieurs informations (états connus pour certaines variables)
a travers le réseau pour en déduire comment sont modifiées les probabilités des états des autres

variables. La distribution de probabilité est modifiée selon le théoreme 2.2.

Théoréme 2.2. Soit le réseau Bayésien B sur les variables U = {X1,Xs,..., X, } et soient £ =
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2. RESEAUX BAYESIENS

{Xops} les observations (connaissances des états de certaines variables). Alors :

PU.E) = [[P(X: [ pa(X)) [ P(Y)

Xe&

Et pour tout X; € U, on a
i PUE)

P(X; | €) = =50 (2.4)

De nombreux algorithmes sont disponibles pour réaliser I'inférence dont les principales dif-
férences viennent de leur compromis entre vitesse, complexité, généralité (structure du réseau
particuliere ou pas) et précision (exact ou approché). Nous avons utilisé 1’algorithme de 1’arbre
de jonction [Jensen et al., 1990; Lauritzen et Spiegelhalter, 1988] qui est un algorithme exact et

généraliste.

L’inférence réalisée a pour objectif d’obtenir deux types d’informations pour chaque famille :

les états ancestraux les plus probables et les probabilités marginales associées aux inférences.

e Le scénario le plus probable : 1’'inférence assigne a chaque variable non connue 1’état le plus
probable sachant le profil. Elle cherche a maximiser la vraisemblance totale du scénario : on
a donc une optimisation globale de 1’arbre.

Définition 2.3. Le scénario le plus probable correspond a 'affectation complete x de X €
U\E avec € = { X opservées  pour lesquelles P(X = x | £ = e) est maximal, avec e le profil
phylogénétique correspondant.

e Les probabilités marginales : on peut également calculer les probabilités marginales de
chaque variable dont 1’état est inconnu, sommées sur tous les scénarios possibles. Elles
peuvent étre interprétées comme le soutien de I'inférence de chaque état par le modele.
Définition 2.4. La probabilité marginale de X; € U\E est P(X; | £ = e), obtenue a I’aide
de I’équation 2.4.

2.2 Application et implémentation

2.2.1 Utilisation de BNT avec Matlab

De nombreuses boites a outils ont été développées pour utiliser les réseaux Bayésiens dans
différents langages de programmation (C++, R, Matlab, Java), une liste assez exhaustive est main-
tenue par K.P. Murphy [Murphy, 2005]. Nous avons utilisé BNT (Bayesian Network Toolkit ver-
sion 1.0.4)[Murphy, 2001], qui est une boite a outils développée pour Matlab (version R14, The
MathWorks,Inc.).
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2.2. Application et implémentation

2.2.2 Données utilisées pour valider le modele

Nous avons travaillé sur un jeu de données de 170 especes completement séquencées (voir
annexe C, page 137) comprenant 9 eucaryotes, 19 archées et 142 bactéries. Le sous-ensemble de
familles de protéines extraites d’HOGENOM version 3 [Penel et al., 2009] et restreintes aux 170
especes a été utilisé pour valider le modele. Il contient 194 844 familles dont 43 452 sont présentes
dans au moins deux especes différentes. Les profils phylogénétiques représentent la présence et

I’absence de ces familles dans les especes considérées.

2.2.3 Modele utilisé pour les scénarios d’évolution.

La structure du réseau Bayésien est représentée par I’arbre phylogénétique des especes analy-
sées . Chaque nceud interne de I’arbre représente une espéce ancestrale et chaque feuille représente
les especes contemporaines sélectionnées. L’arbre des especes utilisé peut ne pas €tre complete-
ment résolu (chaque espece ancestrale peut avoir plus de 2 especes filles), il contient 269 nceuds.
Les variables aléatoires de ¢/ modélisent la présence ou 1’absence des familles dans chacune des
especes. Ce sont donc des variables aléatoires discretes a deux états que nous modélisons par 0

pour I’absence et 1 pour la présence.

Cette structure d’arbre indique que chaque variable a un unique parent, excepté la racine qui
n’en a pas. Ainsi les distributions de probabilités conditionnelles peuvent étre représentées sim-
plement par une table conditionnelle (figure 2.1a) qui spécifie la probabilité de chaque état de la
variable X; en fonction de son parent, P(X; | pa(X;)). La table permet de définir deux parametres
libres : le gain et la perte. La racine de 1’arbre n’ayant pas de parent, la variable est définie par
un seul parametre : la probabilité de présence. Dans notre approche, les probabilités de gains et
de pertes peuvent varier indépendamment le long de 1’arbre. Ainsi, le nombre de parametres du

modele est fonction du nombre n de noeuds de ’arbre : 2n — 1.

2.2.4 Estimation des parametres

Pour réaliser I’estimation des parametres avec 1’algorithme EM, il faut définir un jeu d’appren-
tissage, initialiser les parametres du modele et choisir un critere d’arrét. Les parametres du modele
sont initialisés de maniére aléatoire dans les intervalles [10~*,5.1073] pour les probabilités de gain
et [1072,0,5] pour les probabilités de perte. Ils correspondent 2 une gamme de valeurs réalistes : de
I’ordre de 20 a 1 000 gains et entre 1% et 50% des protéines parentales perdues. Les différentes ité-

rations de I’algorithme EM leur permettent de dévier de cette valeur initiale. L’algorithme s’arréte

1. L’arbre des especes utilisé dans ce chapitre est celui extrait du NCBI et est présenté en annexe C page 140.

31



2. RESEAUX BAYESIENS

lorsque la vraisemblance (L L, LogLikelihood) a convergé, avec pour critere d’arrét :

| LL, — LLy 1 |

<107°
SULL )+ LL-1 )

Le jeu d’apprentissage est extrait de maniere aléatoire du jeu de données complet et contient
10000 familles. En regle général, on choisit un jeu d’apprentissage indépendant des données pour
lesquelles on veut faire de I’inférence. Cependant, comme aucune donnée n’est accessible pour les
especes ancestrales, il ne sera pas possible de valider les parametres obtenus sur un jeu de données
test. De plus, I’objectif est d’obtenir des parametres qui correspondent le mieux au jeu de données,
il est donc préférable d’en utiliser un sous-ensemble, voire 1’ensemble des données lorsque les

cofits de calcul le permettent.

Plusieurs estimations de parametres avec différentes initialisations des réseaux Bayésiens ont
été réalisées. Elles sont indépendantes les unes des autres, nous avons donc réalisé les différentes
estimations en parallele. Les calculs ont été réalisés sur la grille de calcul du centre de 'IN2P3 !,
Trois types de processeurs sont disponibles : Intel Xeon 5345 Quad core, 2,33GHz ; Intel Xeon
Single core, 28GHz et AMD Opteron 2,0GHz avec pour chacun entre 2 et 16 GB de RAM. Chaque
itération (étapes E et M) dure en moyenne 1h30 avec 10 000 familles dans le jeu d’apprentissage.
Le temps d’exécution dépend essentiellement de la topologie du réseau utilisée dans 1’étape E, qui
détermine la distribution de probabilité jointe. Cette étape est la plus couteuse puisqu’elle infere
les scénarios des familles du jeu d’apprentissage a partir des parametres courants. Quant a 1’étape
M, les parametres sont mis a jour grace a I’équation 2.2. La mémoire nécessaire est de 250MB et

elle dépend essentiellement du nombre de familles dans le jeu d’apprentissage.

2.2.5 Inférence des scénarios

Le jeu de données total contient 10575 profils phylogénétiques différents. L’ inférence du scé-
nario de probabilité maximale ainsi que des probabilités marginales associ€es aux états inférés a
donc été réalisée sur chacun d’eux (figure 2.1c). Le temps d’inférence est de 2h50 et la mémoire
utilisée est d’environ 555 MB. 1l est possible de paralléliser les inférences par les données puisque

chaque profil est indépendant des autres.

1. Centre de calcul de I'Institut national de physique nucléaire et de physique des particules (http://cc.
in2p3.fr)
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FIGURE 2.1 — Etapes de la création du modéle de réseau Bayésien. (a) Le modele est défini par 1’arbre
des especes et des probabilités de gains et de pertes qui définissent les parametres du modele. (b) Lesti-
mation des parametres est réalisée a partir de réseaux initialisés aléatoirement et d’un jeu d’apprentissage
extrait du jeu de données complet avec 1’algorithme EM. (c) Les profils phylogénétiques sont propagés dans
les especes ancestrales en fonction du modele avec I’algorithme d’arbre de jonction. Dans I’exemple sché-
matisé, les ronds rouges représentent la présence de la famille de protéines inférée au nceud correspondant
et la probabilité marginale associée a la présence est indiquée a chaque nceud.
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2.3 Validation de ’estimation des parametres

Les 537 parametres du modele sont estimés avec 1’algorithme EM, qui est le plus efficace dans
le cas de données incompletes. Cet algorithme garantit la convergence de la vraisemblance vers
un maximum local qui peut dépendre de la valeur initiale des parametres ce qui constitue une
source de variabilité dans I’estimation des parametres. Il existe une deuxieme source de variabilité
provenant du jeu d’apprentissage. En effet, le jeu de données total est trop important pour étre
utilisé entierement, ainsi seul un sous-ensemble de ces données est utilisé pour 1’apprentissage.
Il est donc important d’évaluer la stabilité de 1’estimation des parametres et la robustesse des

scénarios d’évolution qui en dérivent.

Les probabilités de gain et de perte pourraient théoriquement varier dans ’intervalle |0, 1[.
Cependant, d’un point de vue biologique les nombres de gains et de pertes attendus se situent dans
une fourchette qui va d’une dizaine a quelques milliers d’événements. En conséquence, nous avons
restreint les intervalles pour I’initialisation des paramétres dans 1’algorithme EM : [1074,5.1073]

pour les probabilités de gain et [1072,0,5] pour les probabilités de perte.

Des analyses préliminaires, dans lesquelles I’algorithme EM effectuait une estimation au maxi-
mum de vraisemblance (équation 2.3) ont été effectuées. Ces analyses ont montré que les vrai-
semblances obtenues lorsqu’on échantillonne les valeurs initiales des parametres dans I'intervalle
complet sont plus dispersées (coefficient de variation CV=7,7%) que lorsqu’on les échantillonne
sur lintervalle restreint ( CV=6,9.10"*). De plus, la vraisemblance maximale obtenue est nette-
ment supérieure avec I’intervalle restreint (LL£ ~-80 670 contre £LL ~-110400 en moyenne sur 20

estimations).

L’ utilisation des a priori de Dirichlet dans 1’algorithme EM (EM-MAP, équation 2.2) permet
de diminuer I’impact des événements rares ou non observés pouvant induire une probabilité nulle.
Nous avons échantillonné 200 initialisations avec lesquelles nous avons estimé les parametres a
partir du méme jeu d’apprentissage en utilisant la méthode de Dirichlet. Les 200 vraisemblances
convergent vers la méme valeur maximale (£L£ ~ -72278) avec une dispersion de 1,6.107°. Les
valeurs de parametres obtenues sont globalement tres similaires en chacun des noeuds de I’arbre.
En effet, leur dispersion est en moyenne de 2,2% pour les probabilités de gain et de 4,6% pour les
probabilités de perte. La distribution des dispersions (voir figure 2.2) montre que seuls quelques
parametres présentent une dispersion importante (CV > 25%) : 5 probabilités de gain et 10 proba-

bilités de perte.

Ces résultats sont indépendants du jeu d’apprentissage utilisé. En effet, cette analyse a été ef-
fectuée avec 5 jeux d’apprentissages différents et les résultats sont identiques (voir tableau 2.1) :
les vraisemblances maximales obtenues sont voisines d’un jeu d’apprentissage a 1’autre et la dis-

persion des parametres reste faible. Cela permet de conclure que I’initialisation des parametres a
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A. Probabilités de gain B. Probabilités de perte
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FIGURE 2.2 — Distributions de la dispersion des estimations des paramétres avec différentes initialisa-
tions. Le CV a été calculé a partir des 200 estimations réalisées a partir de différentes initialisations pour les
probabilités de gain (A) et les probabilités de perte (B) avec le méme jeu d’apprentissage.

un impact faible sur les valeurs de parametres obtenues.

Jeux Vraisemblance Probabilités de gain Probabilités de perte

d’apprentissage  Valeur CV x107° CV moyen Nb>25% CV moyen Nb>25%

1 72279 1,6 2,2% 5 4,6% 10
2 72919 2,6 3,0% 10 7.4% 27
3 71439 1,0 1,1% 2 1,6% 5
4 71815 1,4 0,96% 2 1,8% 7
5 71726 1,1 0,74% 1 1,5% 2

TABLEAU 2.1 — Dispersion des estimations avec 5 jeux d’apprentissage différents. Pour chaque jeu
d’apprentissage, 200 estimations des probabilités de gain et de perte ont été réalisées a partir de différentes
initialisations. La vraisemblance maximale obtenue sur les 200 estimations est donnée ainsi que la dispersion
des valeurs. Pour les probabilités de gain et de perte, le CV moyen correspond a la moyenne des dispersions
calculées pour chaque probabilité de gain et de perte. Le nombre de noeuds pour lesquels la dispersion de
I’estimation est supérieure a 25% est également donné.

Les nceuds les plus variables ne sont en général pas les mémes selon le jeu d’apprentissage
utilisé. Cela nous amene a penser que celui-ci pourrait étre une source de variabilité moins négli-
geable que les parametres initiaux. Les jeux d’apprentissage utilisés sont un échantillon aléatoire
de 10000 familles, soit environ 5% du jeu de données global. Des analyses préliminaires réali-

sées sur le sous-arbre des Gammaprotéobactéries ont montré que passer de 5% a 10% du jeu de
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données globale pour le jeu d’apprentissage réduit significativement I’écart-type des estimations !

mais la moyenne des estimations reste la méme . Ainsi augmenter la taille du jeu d’apprentissage
permet de diminuer la variance des estimations, mais n’a pas d’impact sur leur moyenne. Le jeu
d’apprentissage de 5% représente un bon compromis entre la qualité des estimations et les cofits

de calcul engendrés par la taille du jeu d’apprentissage.

A. Probabilités de gain B. Probabilités de perte
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FIGURE 2.3 — Distributions de la dispersion des estimations des parametres avec différents jeux d’ap-
prentissage. Le CV a été calculé sur 100 estimations réalisées a partir de différents jeux d’apprentissage
pour les probabilités de gain (A) et les probabilités de perte (B).

Nous avons comparé les parametres estimés avec 100 jeux d’apprentissage. Pour chacun d’eux,
200 initialisations ont été effectuées. L’ estimation avec la meilleure vraisemblance apres 6 itéra-
tions est gardée pour mener I’estimation jusqu’a la convergence de la vraisemblance. Ainsi une
seule estimation est faite par jeu d’apprentissage. La vraisemblance maximale obtenue est tres peu
variable d’un jeu d’apprentissage a I’autre, en effet, la dispersion est de seulement 0,91% (LL €
[-73270,-70 130]). Pour chaque probabilité de gain et de perte, la distribution des estimations a
été analysée (figure 2.3). La variabilité des estimations est plus importante en fonction du jeu d’ap-
prentissage utilisé. En effet, la dispersion est en moyenne de 30% pour les probabilités de gain et de
39% pour les probabilités de perte. Les noeuds les plus variables se retrouvent dans les sous-arbres
dont les especes contemporaines ont de petits répertoires de protéines. Parmi les 20 probabilités

de gain les plus variables, on retrouve les especes ancestrales telles que Helicobacter, Rickettsia-

1. Test de Wilcoxon sur données appariées : comparaison des écarts-types des estimations des probabilités de perte
et de gain a chaque nceud calculés avec deux jeux d’apprentissage de taille différente (sur 20 initialisations initiales
différentes). P-value = 1.10~3 pour la perte et p-value = 7.10~% pour le gain.

2. Test de Wilcoxon sur données appariées : comparaison des moyennes des estimations des probabilités de perte
et de gain a chaque nceud calculés avec deux jeux d’apprentissage de taille différente (sur 20 initialisations initiales
différentes). P-value = 0,36 pour la perte et p-value = 0,22 pour le gain.
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2.3. Validation de I’estimation des parametres

ceae, Neisseriaceae, Chlamydia, Chlamydophila ou Spirochaetales. Et parmi les 20 probabilités
de perte les plus variables, 14 sont des especes actuelles comme les deux souches d’Helicobacter
pilori, Rickettsia conorii, les deux souches de Neisseiria meningitidis, Chlamydia muridarum et
Chl. trachomatis, Chlamydophila caviae et Chl. pneumoniae ou encore les 2 souches de Leptos-
pira interrogans'. Ces observations peuvent s’expliquer par la rareté des familles informatives
disponibles pour estimer ces parametres. Ainsi, en fonction du jeu d’apprentissage, 1’information

disponible peut étre limitante pour estimer précisément les probabilités.

A. Probabilités de gain B. Probabilités de perte
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FIGURE 2.4 — Corrélation entre la dispersion des estimations et le nombre de maxima de la distribution
correspondante. Les distributions de gain (A) et de perte (B) ont été créées a partir des 100 estimations de
parametres. La dispersion est mesurée a 1’aide du coefficient de variation et le nombre de maxima comprend
le maximum global et I’ensemble des maxima locaux, dont la densité est > 10% de celle du maximum
global. La largeur des boites est proportionnelle a la racine carrée du nombre de parametres dans chaque
catégorie.

Il existe également une deuxieme raison qui peut expliquer la variabilité due aux jeux d’ap-
prentissage : il s’agit de I’information biologique portée par les familles. Les familles informa-
tives peuvent €tre suffisamment nombreuses, mais en partie contradictoires. On peut imaginer par
exemple qu’une certaine proportion de familles ont un scénario soutenant le gain au nceud X et
qu’une autre proportion de familles induit un gain dans certains enfants de X plutdt qu’au nceud
X lui-méme. Ainsi, selon I’échantillonnage, une catégorie de familles ou I’autre pourrait étre aléa-
toirement enrichie, ce qui influerait sur les probabilités de gain. Si cette hypothese est exacte,
les distributions de gain et de perte devraient présenter plusieurs maxima locaux. Ceux-ci ont été
dénombrés lorsque leur densité était supérieure a 10% de celle du maximum globale de la distri-

bution. Le nombre de maxima locaux détecté dans les distributions des probabilités est fortement

1. Laliste des especes est disponible dans I’annexe C page 137.
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corrélé a la dispersion de ces distributions : le coefficient de corrélation est de 0,56 pour le gain et
0,45 pour la perte (figure 2.4). La présence de maxima locaux est relativement fréquente puisque
27% des probabilités de gain et 29% des probabilités de perte estimées présentent au moins un

maximum local en plus du maximum global dans la distribution obtenue.

L’estimation des parametres est une étape fondamentale dans la création du modele puisque ces
parametres représentent une premiere estimation de la dynamique des génomes en ce qui concerne
les gains et les pertes de familles. L’algorithme EM repose sur des initialisations aléatoires des pa-
rametres et un échantillonnage du jeu d’apprentissage. Si les résultats montrent que 1’initialisation
des parametres n’influence pas les parametres estimés, le contenu du jeu d’apprentissage peut quant
a lui avoir une incidence non négligeable sur certains parametres notamment dans les sous-arbres
ou les effectifs sont petits. Ainsi certains parametres peuvent avoir des valeurs tres différentes en
fonction du jeu d’apprentissage utilisé bien que la vraisemblance maximale obtenue soit similaire
d’un jeu de données a I’autre. Ces parametres pour lesquels une valeur unique ne peut pas étre at-
tribuée a travers 1’estimation sont des parametres non identifiables. Si I’hypothese des événements
rares semble expliquer une partie de la variabilité observée notamment pour les especes ayant de
petits protéomes, I’hypothese d’une information contradictoire portée par les familles semble avoir
un impact plus fort. L’augmentation de la taille du jeu d’apprentissage diminue la variance des es-
timations, cependant le compromis entre la précision des parametres et les ressources de calcul

disponibles ne permet d’utiliser qu’un sous-ensemble des familles disponibles.

2.4 Robustesse des scénarios d’évolution

La variabilité de certains parametres estimés, discutée dans la section précédente, pose la ques-
tion de la robustesse des scénarios d’évolution inférés a partir de ces parametres. Pour mesurer 1’in-
fluence de ces variations de parametres sur les scénarios inférés, nous avons comparé les scénarios
d’évolution inférés avec 2 jeux d’apprentissage différents que nous nommerons M fyy11, Mpyi2. Les
scénarios d’évolution ont été inférés pour les 43 452 familles de protéines présentes dans au moins

deux especes contemporaines.

La comparaison des patrons de présence / absence dans I’arbre pour chaque famille montre que
92% des scénarios sont identiques entre les 2 modeles. Les 3 485 scénarios différents présentent en
moyenne 1,9 état différent, mais plus de 60% n’ont qu’un état différent. L’analyse des probabilités
marginales des états différents entre les deux modeles montre que moins de 4% de ces différences
sont soutenues dans les deux modeles a la fois (avec une probabilité > 0,95), et moins de 10% sont
soutenues dans au moins 1’un des modeles. Le contenu des especes ancestrales est peu modifié par
ces différences (figure 2.5, parties bleues). En effet, 96% des présences inférées et soutenues sont

communes aux deux modeles, 1,5% sont soutenues seulement avec My,;;; et 2,7% seulement avec
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M ¢yu2. La plupart des différences se situent dans les especes les plus anciennes.
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FIGURE 2.5 — Contenu moyen en familles de protéines des especes ancestrales inférées a partir de
2 jeux d’apprentissage différents. Les diagrammes comparent les valeurs moyennes du nombre de fa-
milles inférées dans les répertoires de différentes catégories d’especes ancestrales avec les modeles M1 et
M ¢12. Les especes ancestrales sont regroupées en fonction du nombre d’especes contemporaines présentes
dans leur sous-arbre : tres récentes (2 especes), récentes (3-4 especes), intermédiaires (5-9) ou anciennes
(plus de 10 especes). Chaque diagramme est divisé en 3 catégories de familles : les familles présentes et
soutenues par le modele (la probabilité marginale est > 0,95), les familles présentes mais non soutenues
et enfin les familles prédites absentes et non soutenues par le modele, respectivement représentées par les
sections bleues, rouges et vertes.

Les familles dont les états ne sont pas soutenus ont ét€ dénombrées dans chaque espece ances-
trale (la figure 2.5). Le patron obtenu est assez clair, les nceuds présentant le plus de familles non
soutenues sont LUCA (Last Universal Common Ancestor), et les especes ancestrales des groupes
protéobactériens, bactériens et eucaryotes comme Alpha-Beta-Gamma-Delta/Epsilon proteobac-
teria, Actinobacteridae, Bacilli, Bacteroidetes, Deinococci, Spirochaetales, Bilateria ou Coelo-
mata (retrouvés essentiellement dans la catégorie de nceud ancien). Les ancétres bactériens cor-
respondent a de grandes polytomies ou la présence d’une protéine dans 1’un des sous-arbres peut
influencer sa présence dans les especes sceurs pour lesquelles le soutien diminue. Cela explique
la plus forte fréquence des absences non soutenues. Au contraire, les nceuds dans lesquels le sou-
tien est le meilleur correspondent aux ancétres les plus récents. Ce sont généralement les ancétres
directs des especes contemporaines qui ont un contenu en familles assez petit comme Rickettsia,
Buchnera aphidicola, Tropherima wipplei, Chlamydia, Chlamydophila ou Streptococcus pyogenes.
Les prédictions sont meilleures parce que ces nceuds sont proches des observations. De plus, on ne
trouve aucune corrélation entre le nombre de familles pour lesquelles les états inférés sont diffé-

rents 2 un nceud donné et la variabilité des parametres a ce nceud ' ou la variabilité des paramétres

1. La corrélation est de 0,15 pour le gain (p-value = 0,012) et de —0,027 pour la perte (p-value = 0,66).
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dans le parent '. En conclusion, ces résultats suggerent que les scénarios inférés sont globalement

robustes face aux variations de certains parametres.

2.5 Modélisation explicite des variations de contenus en genes

Comme on I’a vu précédemment, le modele proposé autorise les probabilités de gain et de
perte a varier le long de I’arbre des especes. Cela génere un grand nombre de parametres qui
dépend du nombre de noeuds dans 1’arbre. Cette hypothese est justifiée d’un point de vue biologique
puisque I’ensemble des résultats démontre effectivement que les fréquences de gain et de perte
sont variables sur I’ensemble de I’arbre. Nous avons comparé le modele complet a un modele plus
simple dans lequel les probabilités de gains et de pertes sont identiques le long de 1’arbre, analogue

de ce point de vue aux méthodes de parcimonie.

Nous avons construit deux modeles : My, le modele complet et M, le modele a 3 parametres
ou les probabilités de gain et de perte sont identiques le long de I’arbre, le troisieme parametre
étant la probabilité de présence a la racine. Les parametres ont été estimés a 1’aide du méme jeu
d’apprentissage, et en utilisant seulement 20 initialisations. Les parametres estimés obtenant la

meilleure vraisemblance sont gardés pour réaliser I’inférence des scénarios d’évolution.

La vraisemblance des parametres du modele M, (-71 946) est beaucoup plus grande que celle
obtenue avec le modele M, (LL ~-81767). Pour savoir si cette augmentation de vraisemblance est
significative, nous avons appliqué le test LRT (Likelihood Ratio Test, Neyman et Pearson [1928]),

qui permet de comparer les vraisemblances obtenues pour deux modeles embofités.

Likelihood Ratio Test (LRT)

Soit L, la vraisemblance maximale obtenue pour le modele M.

Soit L., la vraisemblance maximale obtenue pour le modele M.

Soit k, le nombre de parametres (libre) ajoutés dans le modele le plus complexe (M f,,;)
par rapport au modele le plus simple (M)).
Sous I’hypothese de M, la statistique —2 In

( L?%) suit asymptotiquement une distri-

u

bution de x? a k degrés de liberté.

Si ’on applique ce test 2 nos données, x* = 19641 et k = 534, on obtient une P-value <
2,2.10716, Ce résultat valide statistiquement la prise en compte de parameétres variables le long de

I’arbre.

La figure 2.6 présente les distributions des probabilités de gain et de perte estimées avec le

modele My, et les valeurs de la probabilité de gain et de la probabilité de perte du modele M.

1. La corrélation est de —0,0052 pour le gain (p-value = 0,93) et de —0,053 pour la perte (p-value = 0,38).

40



2.5. Variation des contenus en genes

Cette figure montre clairement la grande amplitude des probabilités obtenues avec My, que ce
soit pour le gain ([2,5.107°,6,5.102]) ou pour la perte ([1,8.1072, 0,88]), alors que les probabilités
estimées pour M, correspondent a la moyenne de ces distributions (respectivement 4,3.1073 et
1,8.1071). Cette large gamme de valeurs qui reflete I’évolution spécifique de chaque lignée ne peut

donc pas étre capturée avec seulement 2 parametres.
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FIGURE 2.6 — Distributions des probabilités de gain et de perte. Les distributions des probabilités de gain
(A) et de perte (B) estimées pour chaque nceud sont représentées en bleu pour le modele My, et par un
ligne pointillée rouge pour le modele M.

Les scénarios obtenus sont identiques dans la plupart des cas (89%) (voir tableau 2.2). Ce-
pendant, les probabilités marginales montrent en général un soutien beaucoup plus faible avec
le modele M. Ainsi seuls 30% des scénarios d’évolution sont completement soutenus avec M,
contre plus de 70% pour My, et le nombre d’états spécifiquement non soutenus par M, est 2,5
fois plus important que ceux spécifiquement non soutenus avec My,;. Les scénarios différents ont
en moyenne 2,7 états différents et 92% d’entre eux ne sont pas soutenus par au moins I’un des
modeles. Ils ont significativement moins d’événements de gain et plus d’événements de perte avec
le modele complet (test de Wilcoxon sur données appariées, P-value ~ 0 dans les 2 cas). Cela a
un impact direct sur le contenu des génomes des especes ancestrales. En effet, le modele complet
a tendance a prédire une seule origine plus ancienne (avec des événements de pertes plus récents)
alors que le modele a 3 parametres prédit plus de gains multiples (que 1’on peut interpréter comme
des transferts horizontaux). Ainsi, les contenus des génomes ancestraux sont plus importants avec

le modele complet (voir figure 2.7).

La comparaison des modeles My,,;; et M, peut paraitre un peu triviale. En effet, ils représentent
les deux modeles extrémes que 1’on peut mettre en place : tous les nceuds ont les mémes probabili-
tés ou bien tous les nceuds ont des probabilités différentes. Il est possible de concevoir des modeles
intermédiaires ol les nceuds sont regroupés en classes. Hao et Golding [2006] ont été les premiers

a proposer de tels modeles sur le sous-arbre des Bacillus. Les différentes classes étant définies a
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Total My, et My My, seulement M, seulement

Scénarios identiques 38624
— completement soutenus 28 387 9338 17296 1753
Scénarios différents 4828
— completement soutenus 796 6 466 324
Etats inférés non soutenus 94 856 25961 19959 48936

TABLEAU 2.2 — Comparaison des 43452 scénarios inférés avec le modele complet My, et le plus
simple M. Les scénarios complétement soutenus n’ont aucun état inféré avec une probabilité marginale
inférieure a 0,95.

W Présence soutenue
# Présence non soutenue
m Absence non soutenue

Mo Mgy Meyl) Mo Mgy Mo Mgy
trés récent récent intermediaire ancien
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Nombre de familles de protéines

500
1

0

FIGURE 2.7 — Contenu moyen en familles de protéines des especes ancestrales inférées avec les modeles
My et My,y. Les diagrammes comparent les valeurs moyennes des contenus dans différentes catégories
d’ancétres. Leur classification ainsi que la 1égende des couleurs sont les mémes que celles de la figure 2.5.

partir des longueurs de branches et de la topologie de I’arbre (regroupement de sous-arbres). Ce
choix reste globalement assez arbitraire. En effet, notre modele prédit des probabilités de gain
et de perte assez variable sur ’ensemble du sous-arbre de Bacillus : [9,4.107*,5,8.1073] pour le
gain et [3,5.1072,2,5.107!] pour la perte. Les distributions des probabilités estimées (figure 2.6)
montrent une grande amplitude des valeurs possibles, ainsi définir un nombre de classes capturant

I’ensemble de cette variabilité peut etre assez arbitraire.
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2.6 Les réseaux Bayésiens : une méthode probabiliste plus

générale que les méthodes de parcimonie

Le modele d’évolution des familles de protéines présenté ici prend en compte des probabilités
de gain et de perte différentes le long de I’arbre. Leur estimation ainsi que I’inférence des scénarios
ont été réalisées avec un critere de maximum de vraisemblance. L’ensemble de ces choix est crucial
pour I’inférence de scénarios d’évolution. De nombreuses méthodologies ont été développées ces
dernieres années, elles sont présentées dans le tableau 2.3. Les principales différences entre ces
modeles viennent des parametres considérés (gain, perte, duplication ou taux d’évolution), de leur
homogénéité ou hétérogénéité sur I’arbre et entre les familles, et enfin du critere de parcimonie ou

de vraisemblance utilisé.

L’hypothese de variabilité des probabilités le long de 1’arbre se base sur de nombreuses obser-
vations de réduction et d’expansion des répertoires de précédentes analyses [Blanc et al., 2007,
Boussau et al., 2004; Kettler et al., 2007; Snel et al., 2002]. Les contenus des génomes sont dyna-
miques et sans cesse renouvelés. Ainsi, la grande variation des fréquences empiriques de gain et
de perte contredit 1’utilisation d’un poids relatif uniforme le long de I’arbre des especes. La com-
paraison de 1’ajustement aux données d’un modele homogene et d’un modele hétérogene montre

sans ambiguité que le modele hétérogene est justifié par les données.

La variabilité entre lignées semble donc importante : la dynamique des gains et des pertes
(expansions et réductions) des génomes s’inscrit dans 1’évolution globale des especes, dans leur
constante adaptation a I’environnement. Cependant, certains auteurs ont également cherché a mo-
déliser une variabilité entre familles de protéines. Par exemple, les génes qui servent aux processus
informationnels (réplication, transcription, traduction) sont moins sujets aux transferts horizontaux
ou aux pertes massives que les genes dits opérationnels (impliqués dans le métabolisme et les in-
teractions avec le milieu) [Jain ef al., 1999]. Ainsi, Hao et Golding [2008] ont modifié leur modele
de base pour prendre en compte la variabilité entre familles de genes. Cette modélisation se fait a
I’aide d’une loi /' qui est discrétisée pour former plusieurs classes de genes, ce qui peut permettre
d’augmenter significativement la vraisemblance ( Hao et Golding [2008], mais voir également
Csuros et Miklés [2009]).

Enfin, une autre méthode a été développée, prenant en compte les relations de coévolution
entre familles de protéines. Tuller e al. [2010] reprochent aux criteres de parcimonie et de vrai-
semblance d’obtenir parfois des résultats ambigus (scénarios différents ayant le méme score ou des
probabilités tres proches) et de choisir de maniere arbitraire. En effet, les méthodes de parcimonie
utilisent différents criteres pour choisir entre différents cas équiparcimonieux : Fong et al. [2007]
choisissent la présence a la racine dans les cas ambigus, ce qui va biaiser les scénarios en faveur

d’une origine ancienne ; Boussau et al. [2004] utilisent une méthode qui favorise les gains anciens
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en favorisant les réversions par rapport aux convergences (gains multiples) ; Mirkin ez al. [2003]
choisissent le scénario qui minimise le nombre total d’événements puis le nombre de gains en cas
d’égalités. Tuller ef al. [2010] proposent de considérer la coévolution des protéines pour résoudre

les ambigiiités de certains scénarios.

Afin d’illustrer I’'impact de ces différences de méthode sur I'inférence des scénarios d’évo-
lution, nous choisissons de montrer ici les scénarios d’évolution des archées obtenus par trois
méthodes différentes : une méthode de parcimonie [Makarova et al., 2007] et deux méthodes de
vraisemblance (Csurds et Miklds [2009] et 1a ndtre). Le modele d’évolution développée par Csuros
et Mikl6s [2009] est plus fin que le notre puisque les duplications sont prises en compte, et la va-
riabilité de ce parametre entre les familles de protéines est également modélisée (a 1’aide d’une
loi Gamma discrétisée en quatre classes). Les scénarios respectifs sont résumés dans la figure 2.8.
Une comparaison rigoureuse de ces trois méthodes nécessiterait une inférence sur le méme jeu
de données ainsi que la méme topologie de I’arbre des especes, ce qui n’est pas le cas ici. Le
nombre d’especes considérées ainsi que la topologie de I’arbre des Archées est différent dans les
trois analyses et les familles de protéines sont extraites de la base de données arCOGs [Makarova
et al., 2007] pour les deux autres modeles. La méthode de construction de cette base est assez
différente de celle ’HOGENOM. Ainsi, le jeu de données de Csurds et Miklés [2009] contient
7461 familles présentes dans au moins 2 especes et 6 755 familles spécifiques d’especes, alors que
nos données sont réparties en 4 372 familles présentes dans au moins 2 especes et 12 652 familles
spécifiques d’especes. Ainsi, 3 000 familles supplémentaires sont distribuées dans les especes an-
cestrales. Nous ne comparerons donc que les résultats inférés pour LACA (Last Archaeal Common
Ancestor). Notre méthode prédit 1 137 familles de protéines a LACA, alors que les méthodes de
parcimonie et de vraisemblance de Csurds et Miklos [2009] en prédisent respectivement 996 et
2050. Cependant, I’un des avantages des méthodes de vraisemblance est 1’acceés aux probabili-
tés postérieures des états inférés, qui permettent de quantifier leur robustesse. Dans notre méthode
1 036 familles de LACA (~91% des familles) sont soutenues avec une probabilité p > 0,90, contre
environ 1 300 par le méthode de Csuros et Miklds [2009](~63% des familles). Dans ce cas précis

il apparait que notre méthode produit des prédictions plus robustes.

En conclusion, la méthodologie décrite ici présente des propriétés intéressantes pour 1I’infé-
rence des scénarios d’évolution. Le modele d’évolution est en accord avec les résultats publiés ces
dernieres années dans lesquels la variabilité entre lignées est incontestable. De plus, I’utilisation
d’un critere de maximum de vraisemblance permet d’ajuster les parametres aux données sans a
priori sur les résultats et d’obtenir des probabilités marginales validant localement les états ances-
traux inférés. Les réseaux Bayésiens proposent une structure théorique robuste sur de grands jeux

de données et parfaitement adaptée a 1I’inférence.
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FIGURE 2.8 — Evolution du contenu en protéines des Archées en fonction de trois méthodes d’inférence. (A) Méthode de parcimonie de Makarova et al.
[2007]. (B) Méthode de réseau Bayésien de cette these. (C) Méthode de vraisemblance de Csuros et Miklés [2009]. Chaque branche est étiquetée de la ma-
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Les abréviations des noms d’especes sont les suivantes (dans 1’ordre d’apparition de I’arbre en A) : Nanoarchaeum equitans (Naneq), Cenarchaeum symbiosum (Censy),
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Références Inf. Gain- Dupl. Lg Variation Variation Particularités
Perte branche lignées familles
Koonin et al. [2004] MP oui non non non non Transferts horizontaux et regains refusés.
Mirkin et al. [2003]; Yang et Bourne MP oui non non non non Minimise un score.
[2009], Itoh et al. [2007]; Kettler et al. [2007]
Snel et al. [2002], Boussau et al. [2004] MP oui oui non non non Minimise un score.
Dagan et Martin [2007]; Fong et al. [2007]; MP non non non non non Minimise un nombre d’événements.
Kunin et Ouzounis [2003a,b]; Makarova
et al. [2007], Ouzounis et al. [2006]
Hahn et al. [2005] ML non oui phylo non non Taux d’évolution.
Hao et Golding [2006], Marri et al. [2007] ML non non phylo oui non Taux d’évolution et regroupement a priori des lignées.
Hao et Golding [2008] ML non non phylo oui 9 Taux d’évolution et regroupement a priori des lignées.
Spencer et al. [2006] ML oui oui model non non Processus de Markov continu (21 états).
Cohen et al. [2008], Cohen et Pupko [2010] ML oui non phylo non 16 Processus de Markov continu (2 états).
Iwasaki et Takagi [2007] ML oui oui non oui non Processus de Markov continu (4 états).
Méthode RB ML oui non non oui non Réseaux Bayésiens (modele graphique).
Didelot et al. [2009] ML oui non phylo oui non Processus de Markov continu (2 états).
Csuros et Miklos [2009] ML oui oui model oui 4 Processus de Markov continu.
Blanc et al. [2007]; Ekman et al. [2007]; Autre non non non non non Pas de modele évolutif. La répartition chez les ancétres est
Ogura et al. [2005]; Putnam et al. [2007]; Sa- fonction du contenu des especes filles. Les relations d’or-
karya et al. [2008] thologie/paralogie ou les pseudogenes peuvent étre utilisés.
Tuller et al. [2010] Autre non oui non oui non Taux d’évolution. La co-évolution est prise en compte.
Lagomarsino et al. [2009]; Molina et van Autre non non non non oui/ non  Analyse des distributions des familles (regroupées en caté-

Nimwegen [2008]; Qian et al. [2001]

gories fonctionnelles ou pas) dans les génomes.

TABLEAU 2.3 — Récapitulatif des différentes méthodes d’inférence existantes et de leurs principales caractéristiques. Les références notées en gras
décrivent une méthode d’inférence ayant les caractéristiques présentées dans le tableau, les autres utilisent (avec ou sans modification) I’une de ces méthodes.
Inf. : méthode d’inférence, MP : Maximum de parcimonie, ML : Maximum de vraisemblance. Les 5 colonnes suivantes précisent les parametres du modele
comme la prise en compte du gain, de la perte, de la duplication et des longueurs de branches (estimées par une reconstruction phylogénétique, phylo, ou par
le modele, model), mais aussi I’hétérogénéité de ces parametres entre les lignées et entre les familles. Cette derniere est prise en compte a 1’aide d’une loi
Gamma discrétisée dont le nombre de classes est donné le cas échéant.
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Chapitre 3

I’expansion de I’univers des protéines a

travers I’évolution des modules protéiques

Dans ce projet, nous avons cherché a comprendre 1’apparition de nouvelles protéines en com-
binant les aspects évolutifs et modulaires des protéines. Pour cela, nous avons inféré des scénarios
d’évolution, selon un principe de maximum de vraisemblance, pour les familles de protéines d’HO-
GENOM [Penel er al., 2009] et les familles de modules de Pfam [Finn ef al., 2010] et ProDom [Bru
et al., 2005]. Les modules Pfam sont expertisés manuellement, ce qui garantit une certaine qualité
des familles de modules. Les modules ProDom sont construits automatiquement, ce qui permet
d’obtenir une couverture maximale de 1’univers des protéines. La détermination d’une architecture
en modules Pfam et ProDom caractéristique de chaque famille de protéines a permis de lier les his-
toires évolutives des protéines et des modules. Ainsi I’émergence de chaque famille de protéines

peut &tre mise en perspective par rapport aux histoires des modules composant leur architecture.

Ce chapitre présente I’ensemble des résultats obtenus sur 1’évolution des répertoires de pro-
téines et des modules composant leur architecture, ainsi que sur la mise en parallele de ces deux
niveaux d’évolution. Apres avoir détaillé les différents jeux de données utilisés et les outils d’infé-
rence et d’analyse des scénarios d’évolution, nous décrirons la dynamique évolutive des répertoires
de familles de protéines. Ensuite, nous présenterons le point de vue des modules Pfam, puis celui
des modules ProDom sur I’évolution des répertoires de modules et sur I’émergence des nouvelles
protéines. Enfin, nous comparerons plus précisément les résultats obtenus avec ProDom et Pfam

pour caractériser leurs points forts et leurs points faibles.
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3. LEXPANSION DE L’UNIVERS DES PROTEINES

3.1 Meéthodes et données pour I’inférence des contenus en

protéines et modules ancestraux

Cette section présente les différents jeux de données des familles de protéines et des familles
de modules utilisés ainsi que les modifications apportées aux familles de modules ProDom qui ont
été regroupées une deuxieme fois. Les procédures associées a la détermination des architectures
en modules ProDom et Pfam des familles de protéines sont ensuite développées. Puis nous dé-
crivons brievement 1’application de la méthode des réseaux Bayésiens présentée dans le chapitre
précédent, pour I’inférence des scénarios d’évolution des familles de protéines et de modules. Ces
scénarios sont interprétés a 1’aide de différents événements évolutifs qui nous permettront d’analy-
ser la dynamique évolutive des répertoires de protéines et de modules. Enfin, nous décrivons I’ outil

web développé pour I’analyse et la visualisation des données obtenues.

3.1.1 Préparation des jeux de données

Nous avons travaillé sur le méme jeu de données de 170 especes, dont les génomes sont com-
pletement séquencés !, que dans le chapitre précédent. L’ arbre des especes ! utilisé dans ce chapitre
est mieux résolu que celui de la taxonomie du NCBI, dont les principales modifications sont pré-

sentées en annexe C (page 142).

3.1.1.1 Description des bases de données

Les familles de protéines ont été extraites de la base de données HOGENOM version 3 [Penel
et al., 2009]. Les protéines entieres sont regroupées selon un critere de similarité assez stringent :
au moins 50% de similarité sur au moins 80% de la longueur des protéines détectées avec le pro-
gramme BLASTP [Altschul et al., 1997] dont le seuil de E-value est fixé a 10~%. Un critere de
simple lien permet de regrouper les protéines similaires. Le critere de similarité permet d’obtenir
des familles dont les alignements sont de bonne qualité tout en maximisant le nombre d’especes
représentées. De plus, les familles de protéines sont relativement homogenes en terme d’architec-
ture de domaines, il est donc possible de faire 1’hypotheése qu’une famille de protéines correspond
a un arrangement en domaines particulier. Le sous-ensemble des familles restreintes aux especes
sélectionnées contient 194 844 familles dont 151 392 sont spécifiques de ’une des especes consi-

dérées.

Les familles de modules protéiques ont été extraites des bases de données ProDom (ver-
sion 2005.1) [Bru et al., 2005] et Pfam (version 17) [Finn ef al., 2010]. La définition des mo-

1. Laliste des especes est disponible en annexe C, page 137 et I’arbre phylogénétique des especes modifié est page
141
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dules est basée sur la conservation des séquences protéiques, on préfere donc parler de modules

protéiques plutdt que de domaines.

ProDom est construite automatiquement a partir des séquences protéiques extraites de Swiss-
Prot et TrEmbl [Consortium, 2009] en utilisant 1’algorithme MKDOM?2 [Gouzy et al., 1999]. La
procédure itérative part de I’hypothese que la plus petite séquence non fragmentaire de la banque
est monodomaine et peut donc étre utilisée comme séquence requéte pour rechercher ses domaines
homologues dans la base de séquences. La recherche de similarité locale est faite a 1’aide du
programme PSI-BLAST [Altschul et al., 1997] avec un seuil pour la E-value fixé a 1075, Les
premiers domaines recherchés sont issus des domaines structuraux expertisés de SCOP [Andreeva
et al., 2008].

Pfam est une base de familles de modules expertisés manuellement (Pfam-A). Chaque famille
est caractérisée par un alignement expertisé et contenant relativement peu de séquences représen-
tatives de la famille. Cet alignement est ensuite utilisé pour recruter I’ensemble des modules de la
famille a I’aide d’un modele de Markov caché (profile HMM) et du programme HMMER3. !

3.1.1.2 Regroupement des familles de modules ProDom

fLLa procédure de recherche de similarit¢ de ProDom n’est pas assez sensible, ce qui tend a
subdiviser les familles en sous-familles de modules. Or pour I’analyse de I’évolution des modules a
I’échelle du vivant, il faut prendre en compte les relations d’homologies plus distantes. Il a donc été
nécessaire d’effectuer un nouveau regroupement des familles capturant les relations d’homologie
plus distantes. Le regroupement des familles de modules s’est effectué en deux étapes : la premiere
repose sur la détection des relations d’homologie entre les familles de modules, et la deuxieme
effectue le regroupement des familles en fonction de ces relations d’homologie (figure 3.1, partie
let2).

Recherche des relations d’homologies

Les relations entre familles de modules ont été obtenues a partir de deux recherches de si-
milarité indépendantes. Dans la premiere, les résultats de la comparaison de tout ProDom contre
lui-méme effectuée avec le programme BLASTP et un seuil de la E-value fixé 2 1072 ont été utilisés
(ceux-ci sont disponibles dans ProDom). Une relation entre deux familles de modules est détectée
lorsque le chevauchement entre les deux modules est supérieur a 80% de la longueur de chacun
des modules. Ce seuil relativement élevé permet de garantir une homologie globale et donc une
certaine homogénéité des longueurs des modules appartenant a une méme famille (figure 3.1,1a).

Dans la deuxieme analyse, les profils des alignements des familles de protéines ont été comparés

1. La version HMMER?2 a été utilisée avec la version 17 de la base de données, ces programmes sont disponibles
al’adresse suivante : http://hmmer. janelia.org/software/archive
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a la banque de séquences consensus des familles de modules ProDom a I’aide du programme PSI-
BLAST. Cette procédure a permis d’obtenir une association entre les familles de protéines et les

familles de modules (figure 3.1, 1b).

Pour réaliser le PSI-BLAST, nous avons utilisé les deux bases de données completes, soit
736 449 familles de modules extraites de ProDom version 2005.1 et 262 865 familles de protéines
extraites d’ HOGENOM version 3. Les séquences consensus des familles de modules ProDom ont

été utilisées comme banque de recherche.

Les alignements des familles de protéines ont été utilisés comme alignement de départ dans
la construction du profil de PSI-BLAST. L’alignement de la plupart des familles est disponible
dans HOGENOM, excepté pour les 83 plus grosses familles. Leur alignement a été calculé avec
MUSCLE [Edgar, 2004] sur un échantillon aléatoire de 300 séquences. Les séquences consensus
des alignements ont été utilisées comme séquences requétes. Elles ont été calculées a 1’aide de la

formule suivante appliquée a chaque position ¢ de 1’alignement :

cons; = arg max Z subst(a,b) (3.1)

acA beB;
ol cons; représente I’acide aminé en i-éme position de la séquence consensus, A représente 1’en-
semble des 20 acides aminés plus le gap, 3; contient la colonne i de 1’alignement et subst(a,b)
correspond au score de la matrice de substitution Blosum62 si a et b sont des acides aminés, sinon
subst(a,gap) = subst(gap,b) = —8 et subst(gap,gap) = +2. Le PSI-BLAST a été réalisé avec
les options suivantes : le seuil de la E-value pour la conservation d’un résultat a été fixé a 1072, la

matrice Blosum62 a été utilisée et une seule itération a €té réalisée.

Toutes les correspondances trouvées n’ont pas été gardées. En effet, on recherche des modules
entiers ayant une correspondance sur les familles de protéines. Ainsi, les résultats pour lesquels la
portion de la séquence requéte ou de la séquence du module impliquée dans 1’alignement a une

longueur inférieure a 80% de la longueur du module n’ont pas été gardés.

Les relations d’homologies entre familles de modules ont été déterminées en analysant leur
chevauchement sur les séquences consensus des familles de protéines. Lorsque deux modules se
chevauchent sur plus de 80% de la longueur du plus grand module, alors la relation est gardée. Par
exemple, dans la figure 3.1 partie 1b, une relation est détectée entre PD1 et PD4 mais pas entre
PDI et PD2.

Procédure de regroupement

L’algorithme MCL (Markov CLustering) a été utilisé pour regrouper les familles. Cet algo-
rithme [van Dongen, 2000] construit un graphe de relations pondérées et le partitionne en simulant

des marches aléatoires a I’intérieur de celui-ci a I’aide de matrices stochastiques (appelées matrices
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de Markov). Cet algorithme a un parametre appelé Inflation qui influence la granularité des regrou-
pements : une forte inflation (de I’ordre de / = 4) augmente le nombre de regroupements détectés
qui réuniront moins de nceuds, alors qu’une faible inflation (de I'ordre de / = 1.1) diminue le

nombre de regroupements dont les effectifs seront plus grands.

Pour le regroupement des familles de modules, nous avons utilisé un poids uniforme pour toutes
les relations, puisqu’il n’était pas possible de définir un poids (comme la E-value ou un score) a
partir des relations issues du PSI-BLAST contre HOGENOM (la comparaison des familles de

modules est indirecte). Le parametre d’inflation par défaut (/ = 2) a été utilisé.

Cette procédure a permis de regrouper 133 165 familles de modules ProDom en 37 760 nou-
velles familles. La plus grosse nouvelle famille regroupe 600 familles de modules. Ces regroupe-
ments de familles ProDom constituent les nouvelles familles de modules ProDom considérées dans
I’ensemble des résultats de ce chapitre. Par simplification, I’'identifiant de chaque nouvelle famille

correspond a I’identifiant ProDom de la famille regroupée la plus représentée dans ProDom.

3.1.2 Découpage des familles de protéines en architectures de modules

Pour faire le lien entre les familles de protéines et de modules, nous avons déterminé une ar-
chitecture de modules spécifique pour chacune des familles de protéines avec les modules ProDom
d’une part et Pfam d’autre part. La premiere stratégie envisagée a été d’aligner les architectures de
modules des séquences protéiques composant une famille dans HOGENOM. Avec les données de
ProDom, les architectures d’une famille sont identiques pour 36% des familles de protéines ayant
au moins deux architectures disponibles. Les différences observées dans les autres familles ont
essentiellement deux explications. La premiere concerne la méthode de regroupement d’ HOGE-
NOM qui peut par exemple ajouter par transitivité des séquences ayant un module supplémentaire.
La deuxieme implique les subdivisions de certaines familles de modules ProDom qui peuvent
conduire a des architectures de modules différentes. Cependant, méme en prenant en compte ces
deux phénomenes, il n’a pas été possible de déterminer une architecture pour toutes les familles
(données non montrées). Nous avons donc mis en place une procédure basée sur la recherche de
similarité par PSI-BLAST entre les familles de protéines et les familles de modules. Cette procé-
dure a permis d’améliorer le regroupement des familles de modules ProDom en nouvelles familles
comme nous 1’avons montré dans la section précédente, et de déterminer une architecture en mo-

dules ProDom spécifique pour chaque famille de protéines.

Les arrangements en modules ProDom ont été déterminés a partir des résultats de recherche
de similarité des familles de protéines sur la banque de familles de modules ProDom a 1’aide du
programme PSI-BLAST (figure 3.1, partie 3). Les modules identifiés ont été traduits en nouvelles

familles de ProDom d’apres le regroupement réalisé précédemment. Lorsque deux occurrences
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la. BLASTP des familles de 1b. PSI-BLAST des familles de protéines HOGENOM
modules ProDom contre ProDom contre la banque de module ProDom
= PD2 HBG1
sl PD1
PD2
PD6
e PD3 PD4 e PD3

3. Détermination de

2. Regroupement des familles I'architecture consensus
de modules ProDom a l'aide de
I'algorithme MCL Traduction en nouvelles familles de modules ProDom
Deux modules sont en relation s'ils se chevauchent HBG1
sur plus de 80% de la longueur du plus grand module PD1
PD2

i PD3

PD2
PD1 4 : 4
© effectif (PD1) = effectif (PD2) > effectif (PD3)

Les occurrences de PD1 sont conservées
PD1 et PD2 se chevauchent sur > 20 aa
=> PD2 n'est pas gardé

HBG1
PD1 EEEEE——— PD3

FIGURE 3.1 — Procédure d’obtention des architectures en modules ProDom. 1. Les homologies entre
familles de modules ont été détectées a I’aide d’une recherche de similarité des familles de ProDom contre
ProDom avec BLASTP (1a), et d’une comparaison des familles de protéines ’ HOGENOM et de la banque
des séquences consensus de ProDom avec PSI-BLAST (1b). 2. Les familles de modules similaires ont été
regroupées en nouvelles familles a I’aide de 1’algorithme MCL. 3. Les architectures de modules ProDom
sont ensuite déduites des résultats du PSI-BLAST. Les familles de modules détectées sont traduites en
nouvelles familles obtenues a 1’étape 2. La famille PD4 devient donc PD1 d’apres le regroupement effectué.
Les familles de modules sont ensuite triées par ordre décroissant de leur effectif dans ProDom. Dans cet
exemple, toutes les occurrences de la famille PD1 sont conservées en premier, puis toutes les occurrences
des autres familles qui ne chevauchent aucun module conservé sur plus de 20 acides aminés : PD2 n’est
donc pas conservée.

d’une famille de modules se chevauchent sur plus de 20 acides aminés, c’est celle ayant obtenu
la plus petite E-value avec le PSI-BLAST qui est conservée. Les familles de modules sont ensuite
triées en fonction de leur effectif dans la base de données ProDom dans I’ordre décroissant. Les
familles les plus représentées sont conservées prioritairement lorsque deux familles différentes se
chevauchent sur plus de 20 acides aminés. Une architecture de modules ProDom a été déterminée
pour 190 648 familles. Ces architectures sont constituées a partir d’un jeu de données de 267 595
familles de modules ProDom dont 176 891 sont spécifiques de I'une des especes sélectionnées.
Le tableau 3.1 récapitule les caractéristiques de ces architectures comme la couverture en acides

aminés ou la modularité moyenne des architectures.

Pour déterminer les arrangements en modules Pfam, nous avons utilisé 1’outil HMMER?2. Cet

outil permet de comparer une séquence protéique a la banque de profils HMM (Hidden Markov
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Model) des familles de modules Pfam. Nous avons utilisé les séquences consensus des alignements
des familles de protéines (formule 3.1) comme séquences requétes, et les profiles HMM qui per-
mettent de rechercher la similarité globale des modules comme banque de recherche. Le seuil de la
E-value a été fixé a 10~2. La détermination des architectures consensus en modules Pfam a été ef-
fectuée de la méme maniere que pour les modules ProDom : les familles les plus représentées dans
Pfam sont conservées prioritairement lorsque deux familles se chevauchent sur plus de 20 acides
aminés. Une architecture de modules Pfam a été déterminée pour 76 337 familles de protéines. Sur
les 7 868 familles de modules présentes dans Pfam-A, 6 659 sont présentes dans au moins I’une des
architectures inférées, et parmi elles 705 sont spécifiques de 1’une des especes sélectionnées. La
couverture des familles de protéines ainsi que leur modularité moyenne, selon ProDom ou Pfam,

sont résumées dans le tableau 3.1.

ProDom Pfam

Familles avec architecture 98% 39%
Couverture en acides aminés 85% 21%
< familles avec architecture 87%  55%
Modularité 2,2 1,7

TABLEAU 3.1 — Couverture et modularité des familles de protéines. Les chiffres sont donnés pour les
architectures de modules reconstruites avec les modules ProDom et Pfam. La couverture en acides aminés
correspond a la proportion d’acides aminés couverts par un module sur la séquence consensus de chaque
famille de protéines. La modularité est le nombre moyen de modules par architecture.

3.1.3 Identification des parametres des modeles

L’inférence des scénarios d’évolution a été réalisée a I’aide du modele de réseau Bayésien
décrit dans le chapitre précédent!. Le modele d’évolution utilisé définit des probabilités de gain
et de perte hétérogenes le long de I’arbre. Les probabilités de gain et de perte ont été estimées
indépendamment pour chacun des trois jeux de données (HOGENOM, ProDom et Pfam). Les es-
timations ont été réalisées avec 20 initialisations différentes et un jeu d’apprentissage de 10000
familles extraites aléatoirement des jeux de données des familles de protéines et des familles de
modules de ProDom. Les parametres de Pfam ont été estimés avec 1’ensemble des familles puis-
qu’il y en a moins de 10 000. Pour chaque jeu de données, les jeux de parametres avec la meilleure
vraisemblance ont été gardés pour calculer les scénarios d’€volution optimaux et les probabilités
marginales associées a chaque état des scénarios d’évolution. Les profils phylogénétiques utilisés
comme données de départ représentent la présence et I’absence des familles de protéines ou de

modules dans chacune des 170 especes contemporaines sélectionnées.

1. Voir la section 2.2, page 30
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3.1.4 Typologie de I’histoire des familles

Les scénarios d’évolution inférés retracent I’histoire évolutive des familles dans laquelle cing
types d’événement évolutif peuvent étre distingués (figure 3.2). Tout d’abord, on peut distinguer

deux origines possibles pour une famille :

1. La famille est spécifique du clade dans lequel elle est gagnée. Dans ce cas, on parle d’inno-

vation : une nouvelle protéine ou un nouveau module est apparu.

2. La famille est gagnée au moins deux fois dans deux sous-arbres distincts. Dans ce cas, on
peut postuler que I’un des gains correspond a une innovation et le ou les autres sont le résultat
de transferts horizontaux. Cependant, notre approche ne permet pas d’identifier I’événement
d’innovation parmi les différents gains et donc I’origine de la famille puisque le modele
utilisé ne prend pas explicitement en compte les transferts horizontaux. Ainsi, tous les gains
sont interprétés comme des transferts horizontaux. L’hypothese alternative de convergence
n’est pas retenue ici puisqu’on fait I’hypothese que les familles sont constituées de modules

ou de protéines homologues.

La famille peut étre transmise verticalement a sa descendance (héritage) ou bien étre perdue
au cours de son histoire. On peut enfin distinguer un dernier type d’événement lorsque la famille a
été gagnée une premiere fois, puis perdue avant d’étre regagnée dans la méme lignée. Ce dernier

type d’événement constitue un cas particulier de transfert horizontal.

FIGURE 3.2 — Schéma représentant les différentes origines possibles pour une famille présente a un
neeud donné. On distingue cing types d’événement : le transfert vertical lorsque la famille est également
présente dans le parent ; I’innovation lorsqu’une nouvelle famille est spécifique du sous-arbre ; le transfert
horizontal lorsque plusieurs événements de gain sont inférés dans différents sous-arbres ; le regain lorsque
dans une méme lignée une famille est gagnée, perdue puis regagnée ; la perte.

Le contenu des répertoires ancestraux en protéines et en modules a été déduit des scénarios
d’évolution sans prendre en compte les probabilités marginales associées aux états inférés. Les
familles de chaque répertoire ont ensuite €té classées en fonction de leur provenance : transférées
verticalement, innovées ou transférées horizontalement (catégorie comprenant les événements de

regain).
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3.1.5 EvolProDom : un site web de visualisation et d’analyse des scénarios

d’évolution

Ce projet nécessite la gestion de différents jeux de données a I’interface des bases de données
de protéines HOGENOM et de modules ProDom et Pfam : les architectures consensus des familles
de protéines, et les scénarios d’évolution des familles de protéines et de modules. Deux outils fa-
cilitant I’acces, la navigation, ainsi que la visualisation de I’ensemble de ces informations ont été
développés : des services web et une interface web. Ces deux outils reposent sur une librairie com-
mune de fonctions d’acces aux données (scénarios, événements, architectures de protéines, etc.)
dont I’avantage est la facilité d’ajout de fonctions supplémentaires lorsque de nouvelles données
sont produites. L’association des différentes fonctionnalités permet de faire des requétes com-
plexes, notamment pour rechercher I’origine d’une famille de protéines en fonction du répertoire

parental en modules.

3.1.5.1 Implémentation

Les services web ont été développés en collaboration avec Lauranne Duquenne (dans le cadre
du projet EMBRACE et du développement de ProDom sur la grille). Certains sont accessibles en
ligne sur le site de ProDom et ont été publiés sur le sitt EMBRACE Service Registry [EMBRACE,
2008] , qui regroupe une collection de services web pour les sciences de la vie. Ils permettent d’ac-
céder aux scénarios d’évolution des familles de domaines de ProDom CG267 [Bru et al., 2005]
(ProDom version 2006 restreinte aux génomes complets) et des familles de protéines d’HOGE-
NOM version 4 [Penel et al., 2009]. Des associations de différents services web (workflows) sont
également disponibles. Ils permettent de faire le lien entre les familles de protéines et les familles
de domaines, par exemple pour rechercher I’origine d’une nouvelle architecture en fonction du

répertoire en modules du parent.

L’interface web est avant tout un outil de visualisation des scénarios d’évolution et des ar-
rangements en modules des familles de protéines et de modules. Cette interface permet de réaliser
des requétes sur les différentes données disponibles, de naviguer dans 1I’ensemble de ces données et
d’accéder a différentes bases de données externes. Le développement de cette interface a été réalisé
en partie par Idris Galbert, une étudiante en master professionnel Compétence Complémentaire en

Informatique, que j’ai encadrée.

3.1.5.2 Fonctionnalités

Cette interface propose un formulaire permettant a I’utilisateur de choisir : (1) les données

sur lesquelles il veut travailler, avec la possibilité de comparer les résultats obtenus avec les fa-
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EvolProDom, the Protein Evolutian

Main farm Team Support Documentation

Main form
Choose database

Tree topalogy | BN mode| Domain database

® Clusters of Prodom domains
— Complete
Modified Plam domains

Smallest

Complete
— nNcBl

Smallest

Add a second database Information (please read the help file before using these options)
Add the carresponding dalabase infarred with Ihe smallest model
Add ihe secand domain dalabase (Pfam or clusters)
Display
® pescription Architecture Scenario
Object to be displayed

Protein + Domain
{see doc file)

® protein families Domain families Species
Scenario display option
Add domain scenarios of pratein architectures

Select criteria

DEFAULT v | Present v | |1117 |
AND ~ | Horizontaly transfered v |3702 |
AND ~ | Family ID ~ || |

OK Clear

FIGURE 3.3 — Exemple de requéte. Cette requéte recherche I’ensemble des familles de protéines présentes dans
I’ancétre des cyanobactéries (identifiant taxonomique 1117) et transférées horizontalement chez Arabidopsis thaliana
(identifiant taxonomique 3702). Elle renvoie la description des 185 familles satisfaisant ces criteres. Les arrangements
en modules et les scénarios d’évolution de chacune des familles sont également disponibles a partir de la page de
description.

milles de modules ProDom et Pfam ou bien les résultats obtenus avec différents modeles évolutifs
(implémentés dans les réseaux Bayésiens) ; (2) 1’objet de son étude, les familles de protéines, de
modules ou bien les especes ; (3) la visualisation de la description de 1’objet, des arrangements en
modules ou des scénarios d’évolution ; (4) les caractéristiques de 1’objet a travers un systeme de
requétes combinant opérateurs logiques et mots-clés auxquels I'utilisateur associe une valeur (voir

I’exemple de la figure 3.3).

La visualisation des scénarios d’évolution est la partie la plus importante de cette interface. En
effet, I’objectif était de pouvoir visualiser plusieurs scénarios sur le méme arbre, par exemple le
scénario d’une famille de protéines et des familles de modules composant son architecture. Pour
cela, nous avons modifié certains aspects de 1’affichage de la librairie TreeFam [Ruan ez al., 2008]
qui permet d’afficher des arbres phylogénétiques “dynamiques”. Le ou les scénarios d’évolution
sont représentés par des carrés (pour les protéines) ou des ronds (pour les domaines) colorés aux
nceuds ou la famille est présente (voir figure 3.4). Pour une question de facilité de lecture, le
nombre de familles par arbre est au maximum de trois. Les probabilités marginales sont affichées
lorsqu’elles sont inférieures a 0,9, ce qui permet de visualiser rapidement un faible soutien du

modele.

L’exemple de la figure 3.4 présente le scénario d’évolution de la famille du cytochrome f (fa-
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FIGURE 3.4 — Scénarios d’évolution de la famille du cytochrome f et des familles de modules PD584972 et
PD003213 présentes dans son architecture. La présence de HBG123761 est représentée par des carrés rouges, celle
de PD584972 par des ronds bleus et celle de PD003213 par des ronds verts. Les probabilités marginales inférieures a
0,9 sont affichées en dessous du nceud de la couleur de la famille correspondante et indiquent les prédictions moins
bien soutenues localement par le modele. L’architecture en modules ProDom représentée compte deux modules sup-
plémentaires, PD040304 et PD585010, qui ont le méme scénario d’évolution que PD003213, comme symbolisé par
la couleur de leur identifiant.

mille HBG123761). Cette famille fait partie des résultats trouvés avec la requéte de la figure 3.3.
Cette protéine participe a la formation du complexe cytochrome b6-f qui effectue des transferts
d’électron entre le photosysteme II et le photosysteme I impliqués dans la chaine de réaction de la
photosynthese. Le scénario d’évolution de la famille de protéines indique qu’elle est apparue a la
fois chez les Cyanobactéries et chez les plantes, dans lesquelles la protéine est codée dans le chloro-
plaste. Dans cet exemple, on déduit un transfert horizontal des Cyanobactéries vers les plantes lors
de I’événement d’endosymbiose a I’origine des chloroplastes. L’ architecture en modules de cette
famille est composée de 4 modules ProDom dont 3 sont spécifiques des cytochromes f et le qua-
trieme est retrouvé dans différents contextes protéiques. Le premier module défini sur la séquence,

PD040304, correspond a la séquence signal de la protéine. Quant aux deux autres nouveaux do-
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maines, ils semblent étre des maillons importants dans la mise en place de la photosynthese en
étant a I’origine du cytochrome F qui est essentiel dans la chaine de réaction photosynthétique.
Cette interface fournit ainsi une vue d’ensemble des données disponibles (scénarios, arrangements

en modules, annotations, etc.) qui permet une interprétation des scénarios d’évolution.

3.2 Dynamique évolutive des familles de protéines

L’inférence de scénarios d’évolution pour chacune des familles de protéines représentées dans
les 170 especes analysées nous permet de décrire leur histoire évolutive le long de I’arbre des
especes, et d’en déduire des répertoires ancestraux. Ces scénarios sont le reflet des événements
de gain et de perte qui permettent d’apprécier la dynamique évolutive a la fois des familles et des
répertoires de protéines. La dynamique de ces répertoires est tres hétérogene sur I’ensemble de
I’arbre du vivant. Elle montre une variation importante des tailles de répertoires d’une lignée a
I’autre, comme illustré dans la figure 3.5A. Dans cette figure, les diagrammes associés a chaque
espece représentent les répertoires en familles de protéines, classées en fonction de leur origine
probable. La surface des diagrammes est proportionnelle au nombre de familles inférées présentes
et permet de visualiser les événements d’expansion et de réduction des répertoires de genes qui ont

eu lieu t6t au cours de 1’évolution.

Ces variations s’observent également a plus petite échelle comme illustré dans le sous-arbre des
Alphaprotéobactéries (figure 3.5B). A partir d’un répertoire de taille moyenne, un peu moins de
2000 familles, les répertoires de la lignée des Rickettsiaceae se sont réduits jusqu’a moins de 650
familles de protéines chez Rickettsia prowazekii. Au contraire, les lignées des Bradyrhizobiaceae
et des Rhizobiaceae ont vu leur répertoire s’accroitre jusqu’a plus de 5600 familles chez Brady-
rhizobium japonicum. Ces observations sont en accord avec les résultats antérieurs [Blanc ef al.,
2007; Boussau et al., 2004]. La réduction des génomes d’organismes endosymbiotiques tels que
les Rickettsia (parasites intracellulaires obligatoires), les Mollicutes (parasites des eucaryotes), les
Chlamydiaceae (agents pathogenes des animaux) ou encore les Buchnera (endosymbiotes obliga-
toires des pucerons) ! s’expliquent en partie par une adaptation 2 la vie intracellulaire et parasitaire,
dans laquelle la sélection ne maintient plus de nombreux genes devenus inutiles dans 1’environne-
ment de I’hdte. La réduction du génome est également liée a une dégénérescence du génome dans
lequel les genes de réparation de I’ADN sont en majorité perdus [Moran ez al., 2008; Ochman
et Moran, 2001]. L’accumulation de mutations déléteres est le résultat d’une taille de population
efficace réduite et de la réduction des échanges de matériels génétiques (phénomene de dérive

génétique).

1. Les diagrammes des répertoires associés aux différents sous-arbres sont disponibles en annexe B (pages 115 a
135)
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FIGURE 3.5 — Evolution des répertoires des familles de protéines dans les neeuds les plus anciens de
la taxonomie (A) et chez les Alphaprotéobactéries (B). Les diagrammes circulaires refletent le nombre
de familles inférées présentes a chaque nceud de I’arbre des especes. Les familles héritées de leur parent
sont représentées par un secteur gris. Les familles gagnées pouvant étre retrouvées dans d’autres clades
sont inférées transférées horizontalement et indiquées par un secteur jaune. Les familles regagnées sont
indiquées en noir. Toutes les autres familles sont prédites innovées et sont indiquées en rouge. La surface
des diagrammes est proportionnelle a la taille des répertoires.

Les événements de gain multiples sont en regle générale interprétés comme des transferts ho-
rizontaux. Si certains auteurs préferent négliger ce type d’événement [Blanc et al., 2007; Sakarya
et al., 2008], la plupart du temps le transfert horizontal est au coeur des modeles de parcimonie — les
pénalités de gain et de perte influencent le nombre de transferts. Il n’est plus a prouver aujourd’hui
que le monde procaryote pratique massivement le transfert horizontal [Gogarten et Townsend,
2005], mais la caractérisation de ces événements nécessiterait d’exploiter aussi I’information de
séquence afin d’orienter les transferts. Dans notre analyse, les familles pour lesquelles on ne peut
pas déterminer une origine précise sont considérées comme transférées horizontalement (tableau
3.2).

Les innovations et les pertes sont des événements que 1’on peut plus facilement quantifier
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HOGENOM Total Procaryotes
Nb familles 194 844 133477
— Nb familles innovées 182254 122340
— Nb familles transférées 12590 11137
Nb familles regagnées 814 776
Nb moyen de transferts par famille 1.8 1,9
Nb moyen de perte par famille 0,34 0,48

TABLEAU 3.2 — Caractérisation des différents événements pour les familles de protéines. Ces données
ont été calculées sur les scénarios d’évolution bruts obtenus. Chaque famille a été innovée au moins une
fois dans son histoire, mais certaines présentent des gains multiples interprétés comme des transferts hori-
zontaux, leur origine n’est donc plus accessible puisque le sens du transfert n’est pas donné par le modele.
Le nombre moyen de transferts a été calculé comme le nombre de gains —1 sur les familles ayant subi au
moins un transfert au cours de leur histoire. Les familles regagnées sont des familles qui ont été gagnées
dans leur histoire (innovation ou transfert) puis perdues et gagnées a nouveau dans la méme lignée. Les co-
lonnes procaryotes présentent les résultats pour les jeux de données de familles sans les familles spécifiques
des eucaryotes.

le long de I’arbre des especes. Les événements de perte semblent relativement rares puisqu’en
moyenne chaque famille est perdue moins d’une fois au cours de son histoire (tableau 3.2). Si on
les rapporte au nombre de familles dans I’espece parentale (figure 3.6B), les fréquences de perte
présentent une distribution asymétrique avec quelques especes qui ont subi des pertes massives (>

60% du répertoire parental), alors que la majorité des especes ont perdu moins de 10% des familles

parentales.
A Fréquences de gain B Fréquences de perte
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FIGURE 3.6 — Distributions des fréquences de gain (A) et de perte (B) des familles de protéines. Les
distributions des fréquences dans les especes contemporaines et ancestrales sont représentées respectivement
en vert et en rouge. La fréquence de gain correspond a la proportion des familles de chaque espece gagnées
par innovation, transfert horizontal ou regain. La fréquence de perte correspond a la proportion de familles
perdues par rapport au répertoire parental.

La figure 3.7 présente la répartition des familles innovées dans chacun des domaines du vivant.

Pour les familles de protéines, plus de 100 000 familles ont été€ innovées chez les bactéries et sont
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spécifiques de ce sous-arbre. Cependant, une minorité de familles remonte a 1’ancétre des bactéries,
ce qui signifie que la majorité des protéines a été innovée plus tard au cours de 1’évolution. L’in-
novation est un phénomene continu (confirmé par les diagrammes de répartition des familles dans
chacun des répertoires des especes de I’arbre). Cette caractéristique se retrouve dans I’ensemble
du vivant. L’innovation protéique représente en moyenne 21% des répertoires des especes proca-
ryotes. Cependant, elle apparait significativement plus grande dans les especes actuelles (26%) que
dans les especes ancestrales (11%). La figure 3.6A qui présente les distributions des fréquences de
gain dans les especes contemporaines et ancestrales montre une fréquence plus élevée dans les

especes contemporaines.
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FIGURE 3.7 — Répartitions des familles de protéines dans les différents domaines du vivant. La figure
représente le nombre de familles de protéines spécifiques de chaque grand domaine du vivant (Eucaryotes,
Bactéries et Archées). Parmi elles, les familles retrouvées dans 1’ancétre commun sont indiquées en rouge.

Le sous-arbre des eucaryotes (figure B.3, page 118) présente des taux d’innovation d’un ordre
de grandeur plus grand que ceux observés chez les procaryotes. Ce résultat s’explique en partie par
des raisons biologiques, notamment par 1’augmentation de la complexité des génomes eucaryotes
par rapport aux génomes procaryotes : augmentation du nombre de genes, d’introns et d’éléments
mobiles [Lynch et Conery, 2003]. Cependant, une partie significative de 1’innovation inférée chez
les eucaryotes peut étre d’origine artéfactuelle. En effet, la complexité de ces génomes conduit a
une difficulté supplémentaire dans la prédiction des genes, dont certains peuvent avoir €té surin-
terprétés [Clamp et al., 2007]. De plus, I’échantillonnage taxonomique est réduit puisque seules
9 especes d’eucaryotes sont considérées dans notre étude. En conséquence, les forts taux d’inno-
vation que nous inférons chez les eucaryotes doivent €tre considérés comme problématiques a ce
stade. Les familles de protéines et de modules spécifiques des eucaryotes ont donc été systéma-
tiquement retirées de la plupart des analyses présentées dans la suite de ce chapitre pour ne pas
biaiser les résultats : cela correspond a 31% des familles de protéines, 34% des familles de Pfam et
42% des familles de ProDom spécifiques des eucaryotes. Pour les autres familles, nous avons pris

en compte le sous-arbre eucaryote uniquement comme groupe externe des bactéries et des archées.

61



3. LEXPANSION DE L’UNIVERS DES PROTEINES

3.3 Les modules Pfam : un répertoire ancien privilégiant les

réarrangements de modules

3.3.1 Dynamique évolutive du répertoire de modules Pfam

Les répertoires de modules Pfam présentent une dynamique évolutive dominée par les évé-
nements de perte et de transferts verticaux (figure 3.8). L’essentiel de la variation des tailles de
répertoires au cours de 1’évolution est dii aux événements de pertes : chaque famille de modules a
été perdue en moyenne 7 fois (tableau 3.3). En revanche, les événements de gains sont de moins
en moins fréquents lorsqu’on se rapproche des especes contemporaines. De plus, les familles sont
impliquées dans des événements de gains multiples dans plus de 50% des cas, il n’est donc pas pos-
sible de déterminer une origine précise pour ces familles : on dénombre en moyenne 4 événements
de transferts horizontaux par famille. Ces transferts constituent la majorité des événements de gains
dans les répertoires. En effet, les innovations présentent une répartition inégale ou quelques nceuds
majoritairement anciens concentrent 1’essentiel des événements. Ainsi, un peu moins de 50% des
familles Pfam sont innovées a LUCA (Last Universal Common Ancestor) ou dans 1’un des trois
ancétres des domaines du vivant. Et aucune innovation n’est inférée dans 128 especes ancestrales
et contemporaines, parmi lesquelles 17 ne présentent aucun gain. La figure 3.9 présente une répar-
tition de I’innovation dans les trois domaines du vivant : 45% des familles bactériennes et 85% des
familles archéennes sont présentes dans les ancétres des domaines. Tres peu de familles Pfam sont

apparues récemment au cours de 1’évolution.

3.3.2 Origine des nouvelles protéines
3.3.2.1 Comparaison des répertoires d’architectures et de modules

Les scénarios d’évolution des familles de protéines et de modules sont indépendants, ils ont
été inférés avec des jeux de parametres ajustés a chacun des jeux de données. Les architectures
en modules permettent de faire le lien entre les familles de protéines et les familles de modules
Pfam. Avant de mettre en relation directe les scénarios d’évolution des familles de protéines et de
modules pour comprendre 1’émergence des nouvelles protéines, nous avons analysé les contenus
des répertoires en protéines et en modules ancestraux. Deux paradoxes ont été mis en évidence

dans ces contenus ancestraux.

Le premier concerne les modules absents chez un ancétre donné, mais retrouvé dans au moins
une architecture de modules inférée présente dans cet ancétre. Cette situation concerne 949 (0,48%)
familles de protéines qui sont majoritairement anciennes. Elle s’explique en partie par la différence

des jeux de parametres qui ont été estimés indépendamment pour les familles de protéines et les
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FIGURE 3.8 — Evolution des répertoires des familles de modules Pfam dans les neeuds les plus anciens
(A) et chez les Alphaprotéobactéries (B). Pour la 1égende, voir figure 3.5, page 59.

familles de modules. En effet, pour certains profils phylogénétiques identiques, le jeu de parametres
des familles de protéines prédit un scénario différent de celui inféré avec le jeu de parametres des
familles de modules. Dans certains cas, 1’origine des familles de protéines est plus ancienne que
celle des familles de modules Pfam. Dans d’autres cas, les événements de regains des familles
de modules, fréquents avec les données de Pfam, semblent également expliquer cette situation.
En effet, dans 31% des cas, le module Pfam a été perdu au nceud considéré ot dans I'un de ses
ascendants et est regagné dans I’un de ses descendants, alors que la famille de protéines est présente
dans I’ensemble de la lignée. D’un point de vue biologique, ces situations ne sont pas correctes,
cependant, elles n’affectent que tres peu le jeu de données protéiques et encore moins 1’analyse de

I’innovation (moins de 0,22%).

Le second paradoxe correspond aux cas ou un module Pfam est présent dans une espece alors
qu’il est absent de I’ensemble des architectures inférées présentes. L’ interprétation biologique de
tels cas est intéressante puisque cette situation suggere que le domaine était présent dans une pro-

téine ancestrale qui a ét€ perdue dans les especes contemporaines €échantillonnées. Cependant,
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TABLEAU 3.3 — Caractérisation des différents événe- FIGURE 3.9 — Répartitions des familles de mo-

ments pour les familles de modules Pfam. Explica- dules Pfam dans les différents domaines du vi-

tions supplémentaires dans la légende du tableau 3.2, vant. La figure représente le nombre de familles

page 60. Pfam spécifiques de chaque grand domaine du
vivant (Eucaryotes, Bactéries et Archées). Parmi
elles, les familles retrouvées dans I’ancétre com-
mun sont indiquées en rouge.

d’autres explications sont possibles comme dans la situation précédente, des différences dans les
parametres des modeles peuvent induire des scénarios différents, localement soutenus ou non par
le modele. Parmi les familles de modules Pfam, 2 685 familles différentes sont impliquées dans une
telle situation, soit 40% des familles de modules. Dans une espece ancestrale donnée, en moyenne
7,8% des modules Pfam présents n’appartiennent a aucune architecture inférée présente. Les mo-
deles probabilistes associés aux scénarios inférés soutiennent localement la présence du module et
I’absence de toutes les proté€ines dans lesquelles le module apparait dans 35% des cas. La présence
de ces modules pourrait donc étre la conséquence d’une histoire évolutive dans laquelle la protéine

ancestrale n’est pas retrouvée aujourd’hui.

Les modules particuliers ont été analysés en détail a LUCA, la racine de I’arbre (voir tableau
3.4 pour les effectifs). Tres peu de modules sont soutenus par les modeles. Nous avons comparé
leur versatilité, ¢’est-a-dire le nombre de contextes protéiques dans lesquels ils sont retrouvés, avec
celle des modules présents dans au moins 1’une des architectures de LUCA. Les distributions sont
présentées dans la figure 3.10. Ces modules particuliers font majoritairement partie des modules
les plus versatiles (retrouvés dans plus de 10 architectures différentes). Cela suggere une fréquence
de recombinaison plus forte, ce qui étaye I’hypothése qu’une protéine ancestrale ait existé. A la
suite d’'un événement de fusion ou de fission par exemple (événements fréquents [Pasek e al.,

2006]), celle-ci peut ne pas €tre retrouvée dans les especes actuelles.
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TABLEAU 3.4 — Répartition des familles de modules Pfam FIGURE 3.10 — Versatilité des modules
présentes a LUCA. Les familles sont divisées en deux classes : Pfam soutenus a LUCA. La versatilité
celles présentes dans au moins 1’'une des architectures présentes  est comparée pour les modules présents
a LUCA et celles absentes de 1’ensemble des architectures. dans au moins une architecture présente
L’état inféré d’une architecture ou d’un module est soutenu par a LUCA (barres violettes) et les mo-
le modele lorsque la probabilité marginale associée est supé-  dules absents des architectures présentes
rieure a 0,95. Le soutien des modules absents des architectures a LUCA (barres cyan).

est avéré si la présence du module est soutenue, et que 1’ab-

sence de I’ensemble des familles de protéines dans lesquelles il

apparait est également soutenue.

3.3.2.2 Réconciliation des scénarios de protéines et de modules

L’émergence de nouvelles protéines a été appréhendée a partir des scénarios d’évolution des
familles de modules composant leur architecture. Ainsi, nous avons comparé les nouveaux arran-
gements en modules avec le répertoire parental en modules. Cela nous a permis de définir 3 types
de nouvelles protéines. Les innovations totales regroupent les architectures composées exclusive-
ment de nouveaux modules (figure 3.11a), c’est-a-dire absents du répertoire en modules parental.
Les réarrangements regroupent les architectures composées exclusivement de domaines préexis-
tants (figure 3.11b), c’est-a-dire présents dans le répertoire de I’espece parentale, suggérant un
réarrangement de ces modules pour former la nouvelle architecture. Enfin, les innovations par-
tielles regroupent les architectures composées a la fois de modules préexistants et de nouveaux
modules (figure 3.11c). Dans cette analyse, on considere qu’un module appartenant a la catégorie

transférée horizontalement est préexistant puisque 1’origine exacte du module n’est pas connue.

La répartition des innovations protéiques en fonction des architectures en modules Pfam pré-

sente une majorité de réarrangements, tres peu d’innovation totale, les innovations partielles étant

65



3. LEXPANSION DE L’UNIVERS DES PROTEINES

Scenario Scenanos
tamille de protéines familles de domaines
@ Innovation totale
— —
— —
— -
b Reéarrangement
— — 9
— — —
€ Innovation partielle
—
-
- — i — = =

FIGURE 3.11 — Réconciliation des scénarios d’évolution des familles de modules et des familles de
protéines. Ces exemples montrent les trois types d’innovation protéique possibles a un nceud donné de
la phylogénie. (a) Innovation totale : la protéine et les modules constituant son architecture apparaissent
pour la premiere fois a ce noeud. (b) Réarrangement : la nouvelle protéine provient de modules préexistants
seulement. (c¢) Innovation partielle : la nouvelle protéine est une combinaison de nouveaux et d’anciens
modules.
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FIGURE 3.12 — Distribution des différents types d’innovation protéique selon Pfam dans les espéces an-
cestrales et contemporaines. Les protéines complétement innovées, partiellement innovées et réarrangées
sont respectivement indiquées en rouge, bleu et vert sur la base des modules Pfam. Les familles de pro-
téines ne contenant aucun domaine sont indiquées en gris. Les barres de gauche et de droite correspondent
respectivement aux especes procaryotes ancestrales et contemporaines, comme symbolisées sous chacune
d’elles.

Nombre de familles de protéines innovées

0

quasi inexistantes sur I’ensemble de 1’arbre. Ces différents événements sont modélisés sur 1’arbre
phylogénétique des especes ou les longueurs de branches représentent les effectifs des différents

types d’innovation (figures 3.13C-E) '. Ces résultats sont en accord avec le paradigme classique de

1. Les distributions des fréquences des différents types d’innovations protéiques par especes sont présentées dans
la figure B.1B, page 109.
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I’évolution des protéines modulaires ou les nouvelles protéines sont des combinaisons de domaines
préexistants. L’arbre des innovations en modules Pfam (figure 3.13B) est extrémement réduit par
rapport a celui des innovations protéiques (figure 3.13A) appuyant I’hypothese d’un répertoire en

module restreint majoritairement ancien pour expliquer I’univers des protéines.

A Familles de protéines B Familles de
modules Pfam

Bacteria

EUKaryoia

ll/f/ kh_ﬂu_"'ﬂ'\‘__-\: —

\ 1:20
\

C Innovation D Réarrangement E Innovation

totale -
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—

FIGURE 3.13 — L’innovation protéique et modulaire selon Pfam le long de la phylogénie. Dans ces
arbres phylogénétiques, la longueur des branches représente le nombre de familles innovées de différents
types : (A) familles de protéines d’HOGENOM ; (B) familles de modules protéiques de Pfam ; (C) protéines
completement nouvelles ; (D) protéines issues du réarrangement de modules préexistants ; (E) protéines par-
tiellement innovées combinant des modules nouveaux et anciens. Le code couleur utilisé en (A) et (B) cor-
respond aux clades suivants (sens inverse des aiguilles d’une montre) : Archées, jaune ; Eucaryotes, mauve ;
Aquifex aeolicus, rose ; Deinococcus, violet ; Thermotoga maritima, vert ; Spirochaetales, bleu clair ; Rho-
dopirellula baltica, ocre ; Firmicutes, vert clair ; Bacteroidetes, marron ; Fusobacterium nucleatum, rouge ;
Chlamydiales, orange ; Actinobacteria, bleu ; Cyanobacteria, vert foncé ; Proteobacteria, magenta. L’échelle
du sous-arbre des Eucaryotes a été réduite du facteur indiqué pour améliorer la lisibilité en (A). Dans ces
représentations, les arbres ont été racinés au milieu de la branche des bactéries. L’échelle correspond a 500
familles.
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3. LEXPANSION DE L’UNIVERS DES PROTEINES

Les événements de réarrangement concernent 93% des familles de protéines ayant une archi-
tecture en modules Pfam. Cependant, ils ne représentent que 30% de I’ensemble des familles de
protéines analysées, puisque 65% d’entre elles ne possedent pas d’architecture en modules Pfam
(figure 3.12). Beaucoup de familles de protéines sont négligées dans les résultats de Pfam : envi-
ron 50% des familles de protéines ancestrales et 72% des familles contemporaines n’ont aucune
annotation avec les modules Pfam. Les conclusions obtenues avec Pfam négligent donc une part

importante de la diversité protéique.

3.4 Les modules ProDom : un répertoire dynamique ou
I’innovation des modules est au ceeur de I’évolution des

protéines

3.4.1 Dynamique évolutive du répertoire de modules ProDom

Les répertoires en familles de modules ProDom présentent une dynamique proche de celle des
répertoires des familles de protéines. Les innovations représentent la majorité des événements de
gains et sont réparties sur I’ensemble de I’arbre ou les événements récents sont plus nombreux que
les événements anciens (figures 3.14). Seuls 11% des familles présentent des gains multiples, et en
moyenne 2 transferts horizontaux sont inférés par famille. La répartition des innovations dans les
trois domaines du vivant présente la méme caractéristique que celle obtenue pour les familles de
protéines. Une minorité des familles spécifiques des trois grands domaines du vivant est présente
dans I’ancétre de ces trois domaines, cela suggere que I’innovation en modules ProDom est un

phénomene continu au cours de I’innovation (figure 3.15).

Le grand nombre d’innovations détectées par ProDom au cours de 1’évolution est en opposi-
tion avec les prédictions du paradigme classique que 1’on retrouve avec Pfam. Cela pourrait étre
une conséquence d’un manque de sensibilité dans la détection de ’homologie ancienne. Ce biais
a été pris en compte au départ de ce projet et a conduit a un nouveau regroupement des familles de
modules ProDom en augmentant la sensibilité de détection de ’homologie : le seuil de la E-value
a été fixé a 1072 contre 10~° dans la construction de ProDom (section 3.1.1.2, page 49). Cepen-
dant, le critere utilisé pour la fraction minimale du module chevauchant la séquence protéique (>
80% de la longueur du module) ne permet pas de prendre en compte toutes les homologies locales.
Dans le cadre de 1’analyse de 1’innovation, une homologie locale peut indiquer une probable ori-
gine commune plus ancienne. Par exemple, si un petit module est similaire sur toute sa longueur a
une fraction d’un plus grand module, alors il est possible que 1I’un d’eux soit a I’origine de 1’autre
par des mécanismes de fusion/fission ou d’insertion/délétion par exemple. Dans ce cas, le module

pourrait étre plus ancien. Pour éviter ce type d’erreur, les modules présentant de la similarité locale
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FIGURE 3.14 — Evolution des répertoires des familles de modules ProDom dans les neeuds les plus
anciens (A) et chez les Alphaprotéobactéries (B). Pour la Iégende, voir figure 3.5, page 59.
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FIGURE 3.15 — Répartitions des familles de modules ProDom dans les différents domaines du vivant.
La figure représente le nombre de familles ProDom spécifiques de chaque grand domaine du vivant (Euca-
ryotes, Bactéries et Archées). Parmi elles, les familles retrouvées dans 1’ancétre commun sont indiquées en
rouge.

a I’extérieur du sous-arbre dans lequel ils sont prédits innovés sont considérés comme de faux po-
sitifs potentiels. La recherche des homologies locales a été effectuée de deux manieres différentes.
Dans la premiere, nous avons analysé les relations de similarité détectées par le PSI-BLAST des

familles de protéines contre les familles ProDom. Un module ayant une correspondance locale
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3. LEXPANSION DE L’UNIVERS DES PROTEINES

Modules ProDom Total Procaryotes
Nb familles 267595 154 800
— Nb familles innovées 218446 119789
< Nb familles transférées 49 149 35011
Nb familles regagnées 3026 2779
Nb moyen de transferts par famille 1,9 2,2
Nb moyen de perte par famille 0,7 1,2

TABLEAU 3.5 — Caractérisation des différents événements pour les familles de modules ProDom. Ces
données ont été calculées sur les scénarios d’évolution obtenus. Les modules innovés présentant de I’homo-
logie locale a I’extérieur du sous-arbre ot ils sont innovés sont classés dans la catégorie transfert horizontal.
Explications supplémentaires dans la Iégende du tableau 3.2 page 60.

avec une famille de protéine présente a I’extérieur du sous-arbre dans lequel il est innové n’est
plus considéré comme innové. Dans la seconde, nous avons analysé les occurrences des familles
de modules dans la base de données ProDom. De nouveau, si I’une des occurrences est détectée
a 'extérieur du sous-arbre dans lequel le module est innové, alors il n’est plus considéré comme
innové. D’un point de vue opérationnel, ces modules sont trait€s comme les modules gagnés plu-
sieurs fois et rentrent dans la catégorie des transferts horizontaux. Sur les 232 688 innovations
prédites par les scénarios (sans LUCA), seules 18 304 (7,9%) présentent de I’homologie locale a

I’extérieur du sous-arbre ou ils sont innovés (tableau 3.5).

Nous avons également étudié la complexité des s€équences de modules innovés. Les séquences
de faible complexité sont des s€équences dont la composition en acides aminés est biaisée, pouvant
conduire a une forte similarité sans homologie. La procédure de ProDom filtre les séquences de
faible complexité qui peuvent étre intégrées a un module. Mais les séquences de faible complexité
de plus de 20 acides aminés sont décrites comme des modules singletons. Nous avons donc testé
I’impact de ces séquences sur I’inférence de I’innovation récente. Nous avons calculé la propor-
tion d’acides aminés filtrés pour chaque famille de modules par le programme SEG [Wootton et
Federhen, 1993], qui recherche les régions de faible complexité, et le programme XNU [Claverie
et States, 1993], qui recherche les répétitions en tandem d’un nombre quelconque d’acides aminés.
Chaque famille de modules est représentée par la séquence consensus de 1’alignement des modules
de la base ProDom. Les résultats obtenus ont été comparés pour les familles de modules innovés

récemment, soit 218 446 familles, et celles présentes a LUCA, soit 4 062 familles.

L’analyse avec XNU a mis en évidence des répétitions dans tres peu de modules (386 modules,
dont 343 récents). Il n’est cependant pas évident d’interpréter ces répétitions. Prenons 1’exemple
de PD002264, la séquence de ce module est composée de plusieurs répétitions d’un pentapeptide,
dont la séquence est A(D/N)LXX. Ces répétitions en tandem sont retrouvées dans les 3 domaines

du vivant (mais essentiellement chez les Cyanobactéries et les plantes). On les retrouve notamment
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3.4. Les modules ProDom

dans la protéine de résistance aux fluoroquinolones de Mycobactérium tuberculosis dont la struc-
ture tridimensionnelle a été déterminée par cristallographie aux rayons X et est présentée figure
3.16. Cette structure a la particularité de mimer une molécule d’ADN au niveau de sa taille, de sa
forme et de ses propriétés électrostatiques. Cette protéine a la capacité de se fixer aux protéines
gyrases a la place de ’ADN et de former un complexe inhibant I’action des fluoroquinolones.
Dans cet exemple, PD002264 ne correspond pas a un domaine au sens usuel, c’est-a-dire, un do-
maine globulaire. Cette structure répétée est retrouvée dans de nombreux contextes protéiques
différents, et correspond donc a ce que 1’on appelle un module protéique : une unité évolutive.
Cependant, les bornes de ce genre de module peuvent étre délicates a définir. Ainsi, le module
ProDom PD002264 contient 16 répétitions du pentapeptide alors que son homologue dans Pfam
(PF0O0805) n’en contient que 8.

g o

£ = e—

o

&

o

.

g o

"

L

= i

Es

fad

8 ——  Maodules innovés récemment

k= . Modules presents 3 LUICA

o =4

Ww o

E

3

U

c 9

2

T

a

S 3

a T T T T T 1
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Proportion d'acides aminés filtrés

FIGURE 3.16 — Structure tridimensionnelle de
la protéine de résistance aux fluoroquinolones
de Mycobacterium tuberculosis. Cette protéine,
dont I’identifiant dans la PDB (Protein Data Bank
[Hegde et al., 2005]) est 2BM4, est composée d’un
motif de 5 acides aminés (pentapeptide) répété. Sa
structure et sa taille ont la particularité de mimer
celles de I’ADN (la période d’un tour est de 20
acides aminés). De plus, elle présente des particu-
larités électrostatiques similaires a celle de la forme
B de I’ADN (la plus commune).

FIGURE 3.17 — Distributions cumulées des propor-
tions d’acides aminés filtrés par SEG. Les propor-
tions d’acides aminés filtrés ont été calculées pour les
modules innovés récemment (courbe bleue) et ceux
présents a LUCA (courbe rouge).

Quant a I’analyse avec SEG, qui recherche les régions de faible complexité, 93 408 modules

(~43%) ont été filtrés sur une portion représentant 7,9% des acides aminés en moyenne. La com-
paraison de la distribution des proportions d’acides aminés filtrés entre les modules récents et ceux
présents a LUCA ne montre pas de différence significative entre les deux (figure 3.17). Cela sug-
gere que les nouveaux modules ne comportent pas plus de régions de faible complexité que les

modules anciens, et que ces régions n’expliquent pas la grande proportion d’innovation récente.
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3. LEXPANSION DE L’UNIVERS DES PROTEINES

3.4.2 Origine des nouvelles protéines
3.4.2.1 Comparaison des répertoires d’architectures et de modules

La comparaison des répertoires en protéines et en modules ProDom a montré le méme type de
paradoxes que ceux présentés avec les modules Pfam. Le premier paradoxe, qui décrit 1’absence
du module chez un ancétre donné, alors qu’il est retrouvé dans au moins une architecture présente,
concerne 1107 (0,57%) familles de protéines avec les données de ProDom. Les trois quarts des
cas se situent dans les especes les plus anciennes de I’arbre. Cette situation s’explique majoritai-
rement par la différence des jeux de parametres entre les familles de protéines et les familles de
modules. Dans plus de 99% des cas, la probabilité marginale associée a 1’absence du module ou
celle associée a la présence de la protéine est inférieure a 0,95. Le second paradoxe correspond
aux cas ou un module ProDom est présent dans une espece alors qu’il est absent de 1’ensemble
des architectures inférées présentes. On trouve 11 000 familles de modules différentes impliquées
dans cette situation, soit 4,1% du jeu de données total. Dans une espece ancestrale donnée, en
moyenne 8,8% des modules ProDom présents sont absents de 1’ensemble des architectures infé-
rées présentes. Les modeles probabilistes associés aux scénarios inférés soutiennent localement la
présence du module et I’absence de toutes les protéines dans lesquelles le module apparait dans
28% des cas. L’analyse des modules présents chez LUCA montre que 14% des modules absents
des architectures sont soutenus par le modele (leur probabilité marginale est supérieure a 0,95,
tableau 3.6). Ces modules sont biaisés en faveur des modules les plus versatiles (figure 3.18), ils
sont majoritairement présents dans plus de 10 contextes protéiques différents. On peut donc poser
I’hypotheése qu’une protéine ancestrale, aujourd’hui perdue, ait existé comme dans 1’analyse avec
Pfam.

3.4.2.2 Réconciliation des scénarios de protéines et de modules

La répartition des innovations protéiques en fonction des architectures en modules ProDom
présente 56% d’innovation totale contre seulement 20% de protéines issues d’un réarrangement de
modules ProDom anciens. La figure 3.20 présente la répartition des types d’innovation en dis-
tinguant les protéines ayant émergé récemment dans une espece contemporaine et celles plus
anciennes. Les deux distributions sont similaires dans 1’importance de I’innovation totale, bien
qu’elle soit un peu plus importante dans les especes contemporaines. Le grand nombre d’innova-
tions inférées dans les especes contemporaines peut s’expliquer de deux manieres. La premiere
concerne 1’échantillonnage taxonomique restreint a 170 especes. L’ajout d’autres especes proches
de celles analysées aurait pour conséquence de réduire 1’innovation récente sans toutefois la suppri-

mer totalement. En effet, notre échantillon possede certaines especes tres proches, voire différentes
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TABLEAU 3.6 — Répartition des familles de modules Pro- FIGURE 3.18 — Versatilité des modules
Dom présentes a LUCA. Les familles sont divisées en deux ProDom soutenus a LUCA. La versa-
classes : celles présentes dans au moins 1’une des architectures tilité est comparée pour les modules pré-
présentes a LUCA et celles absentes de I’ensemble des architec-  sents dans au moins une architecture pré-
tures. L’état inféré d’une architecture ou d’un module est sou- sente a LUCA (barres violettes) et les
tenu par le modele lorsque la probabilité marginale associée est modules absents des architectures pré-
supérieure a 0,95. Le soutien des modules absents des architec-  sentes a LUCA (barres cyan).

tures est avéré si la présence du module est soutenue et que 1’ab-

sence de I’ensemble des familles de protéines dans lesquelles il

apparait est également soutenue.

souches d’une méme espece qui présentent cependant une proportion d’innovation significative !.
La seconde explication, biologique, postule un turn-over important de modules protéiques nou-
veaux dont une minorité seulement sera conservée au cours de 1’évolution. Ainsi, les innovations

ancestrales, moins nombreuses, correspondent aux innovations sélectionnées avec succes.

L’innovation protéique est un phénomene continu comme nous 1’avons déja montré lors de
I’analyse de la dynamique des répertoires. Il est intéressant de voir que les trois types d’inno-
vations se retrouvent sur ’ensemble de I’arbre, ils ne sont pas spécifiques de certains groupes
d’especes. La figure 3.19C-E présente les effectifs des différents types d’innovation le long de
I’arbre des espeéces . La plupart des espéces présentent les trois types d’innovation, mais en pro-
portions variables. L’ innovation totale de protéine est majoritaire, en adéquation avec la dynamique

d’innovations des modules ProDom (figure 3.19B).

1. Voir par exemple les répertoires des Gammaprotéobactéries page 132 ou des Firmicutes page 126
2. Lafigure B.1 page 109 présente les distributions des fréquences de ces événements dans chacun des répertoires.
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FIGURE 3.19 — L’innovation protéique et modulaire selon ProDom le long de la phylogénie. Dans ces
arbres phylogénétiques, la longueur des branches représente le nombre de familles innovées de différents
types : (A) familles de protéines ’"HOGENOM ; (B) familles de modules protéiques de ProDom ; (C) pro-
téines completement nouvelles ; (D) protéines issues du réarrangement de modules préexistants ; (E) pro-
téines partiellement innovées combinant des modules nouveaux et anciens. Voir la figure 3.13 page 67 pour
les éléments de 1égende complémentaires.
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FIGURE 3.20 — Distribution des différents types d’innovation protéique selon ProDom dans les especes
ancestrales et contemporaines. Les protéines complétement innovées, partiellement innovées et réarran-
gées sont respectivement indiquées en rouge, bleu et vert sur la base des modules ProDom. Les familles de
protéines ne contenant aucun module ProDom sont indiquées en gris. Dans chaque panneau, les barres de
gauche et de droite correspondent respectivement aux especes procaryotes ancestrales et contemporaines,
comme symbolisées sous chaque barre.
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3.5 Comparaison des prédictions de ProDom et Pfam

L’analyse des répertoires de modules ProDom et de modules Pfam a mis en évidence une
vision différente de I’univers des modules protéiques. D’un c6té, les données de ProDom montrent
une dynamique évolutive dominée par les innovations ayant lieu tout au long de I’évolution. Cette
dynamique est similaire a celle des familles de protéines — les fréquences des différents événements
sont similaires sur I’ensemble de 1’arbre. On retrouve des fréquences de gains plus élevées dans les
especes contemporaines par rapport aux especes ancestrales (figure 3.21A et B). De ’autre coté,
les données de Pfam décrivent un univers de modules majoritairement anciens ou les événements
de perte et de transfert sont a 1’origine de I’évolution des répertoires. Les fréquences de gain sont
globalement plus faibles et 1égerement plus élevées dans les especes ancestrales, ce qui correspond
a un univers de modules anciens. Les fréquences de perte sont similaires entre Pfam et ProDom,
avec les mémes variations le long de I’arbre. Les distributions des fréquences de perte (figure 3.21,
colonne de droite) présentent la méme asymétrie, quels que soient les especes ou le jeu de données

considérés.

La faible couverture de 1’univers des protéines par les modules Pfam (39% des familles et 21%
des résidus) associée au fait que la majorité des modules soient anciens suggere un biais dans
I’échantillonnage des familles de modules Pfam. Ce biais est en faveur des familles anciennes,
mais également en faveur des familles dispersées d’un point de vue taxonomique. Ceci est étayé
par les nombreux événements de gains multiples et de regain. Les scénarios ne prédisent pas une
origine unique pour la plupart des familles Pfam, contrairement a ceux des familles ProDom. La
composition moyenne des répertoires actuels (tableau 3.7) précise ce biais. En effet, les modules
Pfam récents sont sous-représentés avec moins de 1% des répertoires actuels, alors que les réper-
toires de ProDom proposent en moyenne 14% de nouveauté et les répertoires de protéines 26% de

nouvelles protéines. Les modules tres anciens (présents a LUCA) sont surreprésentés dans Pfam.

Récent Intermédiaire Ancien (LUCA)

Familles de protéines 26 % 50 % 24 %
Familles de modules ProDom 14 % 45 % 41 %
Familles de modules Pfam 0,4 % 35 % 64 %

TABLEAU 3.7 — Ancienneté des familles représentées dans les organismes procaryotes. Les fréquences
sont exprimées en pourcentage de familles de protéines ou de familles de modules trouvées dans les especes
contemporaines qui sont les plus récentes (innovées dans une espece contemporaine), intermédiaires (inno-
vées dans une espece ancestrale) ou qui remontent a LUCA. Les fréquences sont une moyenne sur les 161
especes procaryotes. Les distributions complétes sont disponibles en annexe B.2, page 110.

L’analyse de I’émergence de nouvelles architectures au cours de 1’évolution a également mon-

tré une grande disparité entre les prédictions de Pfam et celles de ProDom. En effet, d’un c6té les

75



3. LEXPANSION DE L’UNIVERS DES PROTEINES

Fréquences de gain Fréquences de perte

= 2 Espéces ancestrales
Especes contemporaines

60

A Famillesde g
protéines -

20 40

(=1 o
1.0 00 02 04 06 08 10
5 z
3 2
B Familles de <] g
modules ProDom
- &

0
0

10 10
o
§ = o
1 8
C Famillesde &1 Q
modules Pfam 4
2] 2
o™
o e o
L} T T T Ll 1 r T L] T T 1
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10

FIGURE 3.21 — Distributions des fréquences de gain et de perte dans les espéces actuelles et ancestrales.
Les fréquences ont été calculées sur les 170 especes actuelles et les 150 especes ancestrales (LUCA n’est pas
pris en compte) pour les familles de protéines (A), les familles de modules ProDom (B) et les familles Pfam
(C). La fréquence de gain correspond au nombre de familles gagnées (par innovation, transfert horizontal
ou regain) dans le répertoire de chaque espece. La fréquence de perte correspond a la proportion de familles
perdues relativement a la taille du répertoire parental.

données de Pfam corroborent le paradigme classique avec une majorité de réarrangements de mo-
dules anciens expliquant les nouvelles protéines, mais elles négligent une fraction importante de
I’univers des protéines. De 1’ autre, les données de ProDom prédisent une majorité d’innovations to-
tales. Cependant, la méthodologie de ProDom est moins sensible dans la détection des homologies
anciennes et donc certaines innovations pourraient étre plus anciennes (ceci est analysé et discuté
dans la section suivante). Dans la suite, nous allons comparer plus précisément les prédictions de

ProDom et celles de Pfam.

3.5.1 Les nouvelles architectures prédites réarrangées selon Pfam
Nous avons comparé les prédictions des architectures en modules ProDom sur les familles de

protéines prédites réarrangées selon Pfam. Ces familles sont majoritairement prédites réarrangées

ou innovées partiellement selon ProDom dans 82% des innovations anciennes et 76% des innova-
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tions récentes (les effectifs sont présentés dans le tableau 3.8). Celles qui sont prédites innovées
totalement sont a priori des prédictions erronées de ProDom puisque Pfam reconnait une portion de
la protéine comme ancienne. Dans le cas des familles prédites innovées partiellement par ProDom,
la couverture des séquences est plus grande que celle de Pfam : en moyenne, la couverture de ces
familles est de 80% avec ProDom et 56% avec Pfam. La figure 3.22A précise cette couverture en
distinguant les acides aminés recouverts a la fois d’un module ProDom et d’'un module Pfam, et
ceux recouverts seulement par I’un d’eux. En moyenne, 30% de la séquence est recouverte uni-
quement par des modules ProDom : le découpage de ProDom apporte donc une information sup-
plémentaire non négligeable qui peut permettre de mieux comprendre 1’origine d’une protéine. La
modularité moyenne des protéines (figure 3.22B), nettement supérieure avec ProDom (2,5 contre

1,4 avec Pfam), met aussi en évidence 1’apport d’information par des modules supplémentaires de

ProDom.

Innovation Innovation Réar- Sans
totale partielle rangement annotation

Especes Nb familles 1534 4658 2612 111

tral
Ancestates Proportion 17% 52% 30% 1%
Especes Nb familles 6000 11698 8991 729
¢ .
COMCMPOTAINES — proportion  22% 43% 33% 2%

TABLEAU 3.8 — Classification selon ProDom des innovations protéiques prédites réarrangées selon
Pfam. Les données de Pfam prédisent 8 915 (resp. 27 418) familles de protéines réarrangées dans les especes
ancestrales (resp. contemporaines). Le tableau présente la répartition de ces familles en fonction des modules
ProDom. Par exemple, parmi les 8 915 familles prédites réarrangées selon Pfam, 4 658 sont partiellement
innovées selon les données de ProDom.

La comparaison des prédictions de ProDom sur les familles prédites partiellement innovées
selon Pfam montre que plus de 60% des familles sont également partiellement innovées selon
ProDom. Mais cette analyse porte sur a peine 300 familles (les résultats sont présentés dans la
figure B.2 page 112 en annexe). Quant aux familles prédites innovées totalement selon Pfam, elles
le sont également majoritairement avec ProDom (83% des innovations protéiques, voir tableau B.3

page 113).

En conclusion, les prédictions obtenues avec les deux jeux de données de modules semblent
complémentaires plutdt que contradictoires. Les différences observées s’expliquent en partie par
le fait que le regroupement de ProDom peut manquer de sensibilité dans la détection de 1’homo-
logie, mais surtout par la différence de couverture des séquences. ProDom permet ainsi d’analyser

I’origine de I’ensemble de la séquence alors que Pfam n’en décrypte en général qu’une partie.
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FIGURE 3.22 — Couverture et modularité des familles de protéines réarrangées selon Pfam. (A) La
couverture représente la proportion moyenne d’acides aminés recouverts par seulement un module Pfam
(vert), seulement un module ProDom (orange) et par les deux types de modules (bleu). La couverture a été
calculée sur I’ensemble des familles de protéines réarrangées selon Pfam dans une espéce ancestrale (barre
de gauche) ou contemporaine (barre de droite). (B,C) Les distributions de la modularité des protéines réar-
rangées selon Pfam dans une espéce ancestrale ou contemporaine (symbolisées a gauche des distributions)
ont été calculées sur les architectures de modules ProDom (B) et les architectures de modules Pfam (C).

3.5.2 Comparaison des familles avec et sans architectures de modules Pfam

Une deuxieme maniere de comparer les prédictions de ProDom et Pfam est de diviser ’univers
des familles de protéines en deux groupes : les familles avec et sans architecture en modules Pfam.
En effet, la couverture en modules Pfam des familles de protéines procaryotes est de seulement
35%. Ainsi, il reste 65% de I’univers des protéines non pris en compte. Nous avons donc comparé

les prédictions de ProDom pour les familles avec et sans annotations Pfam (figure 3.23).

Les distributions obtenues sont nettement différentes. Les innovations totales sont un événe-
ment minoritaire pour les familles ayant une annotation Pfam (28% pour les familles de protéines
anciennes, figure 3.23B), alors qu’il devient majoritaire pour les familles anciennes sans annota-
tions Pfam (plus de 66%, figure 3.23A). Les distributions mettent également en évidence un biais
en faveur des familles de protéines anciennes dans 1’annotation Pfam. En effet, Pfam reconnait
50% des familles de protéines anciennes, mais seulement 28% des familles de protéines contem-
poraines. Le tableau 3.9 précise ces proportions en distinguant 5 catégories de nceuds, des plus
anciens aux plus récents. Ainsi, 99% des familles de protéines a LUCA sont annotées avec Pfam,
et plus on se rapproche des especes contemporaines, plus cette proportion diminue. En revanche

avec les données de ProDom, quel que soit 1I’age des familles de protéines, plus de 98% d’entre
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A Families de protéines B PFamilles de protéines
sans annotation Plam avec annotation Pfam
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FIGURE 3.23 — Distribution des différents types d’innovation protéique selon ProDom. Les protéines
completement innovées, partiellement innovées, et réarrangées sont respectivement indiquées en rouge, bleu
et vert sur la base des modules ProDom pour les familles sans (A) ou avec (B) annotations Pfam. Les familles
de protéines ne contenant aucun module ProDom sont indiquées en gris. Dans chaque panneau, les barres de
gauche et de droite correspondent respectivement aux especes procaryotes ancestrales et contemporaines,
comme symbolisées sous chaque barre.

0000

Nombre de familles de protéines innovées

0 000

elles sont annotées. Ainsi, le biais d’échantillonnage des modules Pfam entraine un biais d’échan-
tillonnage de ’univers des protéines dans lequel les familles de protéines anciennes sont mieux

représentées que les familles récentes.

Familles de protéines non annotées LUCA Tres anciens Anciens Récents Contemporains

ProDom 02%  0,6% 1% 1% 2%
Pfam 1% 4% 43% 58% 72%

TABLEAU 3.9 — Répartition des familles de protéines sans annotations avec ProDom et Pfam le long de
I’arbre des especes. La proportion des familles de protéines innovées sans architecture en modules ProDom
ou Pfam est exprimée en pourcentage des familles innovées dans chacune des 5 catégories de noeuds. Les
nceuds de I’arbre ont été répartis en 5 grands groupes d’ages relatifs différents : LUCA, tres anciens (les
ancétres des Bactéries et des Archées), anciens (le sous-arbre contient au moins 5 espéces contemporaines,
42 ancétres), récents (le sous-arbre contient moins de 5 especes, 69 ancétres) et contemporains (170 especes).

3.6 L’innovation de modules : réalité biologique ou artefact ?

L’innovation de modules est un processus qui semble majeur au cours de I’évolution selon Pro-
Dom, contrairement a Pfam ou la majorité des innovations ont eu lieu au temps de LUCA. La faible

couverture de I’'univers des protéines et une majorité de modules anciens laissent supposer un biais
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d’échantillonnage important des modules Pfam. Cependant, le grand nombre d’innovations détecté
par ProDom pourrait aussi €tre une conséquence d’un manque de sensibilité dans la détection de
I’homologie ancienne. Le manque de sensibilité de ProDom a été pris en compte au départ de ce
projet et a conduit a un nouveau regroupement des familles de modules ProDom. De plus, les mo-
dules innovés pour lesquels de I’homologie locale a été détectée a I’extérieur du sous-arbre dans
lequel ils sont innovés ont été systématiquement considérés comme "anciens". Cette section pré-
sente les différents tests menés dans le but de tester la sensibilité des regroupements de ProDom.
Dans un premier temps, I’impact des vitesses d’évolution des modules ProDom a été analysé. Puis,
le regroupement de ProDom a été comparé a celui de Pfam afin de caractériser plus précisément
les biais de ces deux bases de données. Enfin, le succes évolutif de ces nouveaux modules a été

évalué.

3.6.1 Analyse des taux d’évolution des modules ProDom

Lorsque le taux d’évolution d’une famille de modules est élevé, I’accumulation de mutations
peut rendre difficile la détection de I’ensemble de ses homologues. Cela a pour conséquence une
mauvaise estimation de 1’age de cette famille (qui sera plus récente) ou de la subdiviser en plu-
sieurs sous-familles, et donc de surestimer le nombre de modules innovés. Lorsqu’une famille de
modules est inférée innovée dans I’ancétre commun aux especes A et B (voir le schéma de la figure
3.24), deux explications sont possibles : soit le module est véritablement innové a ce nceud, soit
il est présent dans I’ancétre (ABC) et le signal d’homologie a disparu dans les branches menant
a ’espece C et a I’ancétre (AB) (en rouge dans la figure 3.24) du fait d’un taux d’évolution trop
élevé. Dans le cas d’une accélération brutale du taux d’évolution dans la branche menant de 1’an-
cétre (ABC) a I’ancétre (AB) suite a un changement des contraintes sur la protéine, on considere

que le module est innové dans 1’ancétre (AB).

Anc(_ABC)

Anc(AB)

A B 3

FIGURE 3.24 — Schéma représentant un arbre avec 3 especes (A, B et C) et deux de leur ancétres : Anc(AB)
et Anc(ABC).

Pour tester les vitesses d’évolution des modules, nous avons comparé pour différents couples
d’especes, les distributions d’un score de similarité des modules innovés dans 1’ancétre de la paire
d’especes considérée et ceux présents a LUCA. En effet, ces derniers ont une vitesse d’évolution

suffisamment faible pour que I’homologie ancienne ait été détectée. Les scores de similarité ont
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été calculés pour les modules homologues trouvés dans plusieurs paires d’especes proches : Me-
thanosarcina mazei vs. Methanosarcina acetivorans, Mycobacterium avium vs. Mycobacterium
tuberculosis, Bacillus cereus ATCC10987 vs. Bacillus anthracis et Escherichia coli K12 vs. Sal-
monella typhi ATCC700931. Les paires de protéines homologues ont d’abord été€ détectées a I’aide
du programme TreePattern [Dufayard et al., 2005]. Cet outil permet de rechercher un motif dans
une banque d’arbres phylogénétiques, ici les arbres des familles de protéines d’ HOGENOM. Le
motif correspond a une relation de spéciation entre deux séquences du couple d’especes d’intérét.
Les familles pour lesquelles plusieurs motifs ont été trouvés ou pour lesquelles une duplication
d’une des séquences a été détectée apres I’événement de spéciation sont retirées des résultats. Pour
chaque famille de protéines, le découpage en modules ProDom des séquences protéiques d’inté-
rét a été effectué a partir de leur position sur I’alignement de la famille. Les gaps communs aux
deux séquences, ainsi que les gaps externes sont éliminés de 1’alignement. La distance évolutive
entre deux modules est celle de Jones-Taylor-Thornton (J1'T") [Jones et al., 1992] et a été calcu-
Iée avec ProtDist [Felsenstein, 1989] sans loi Gamma. Cette distance donne le nombre attendu de
substitutions par site. Le nombre & de substitutions par site suit un processus Poissonnien P()\) de
parametre A = JT1'7T":

JTT*
—JTT
* T
P(0]site) = exp'*T (3.2)

P(k|site) = exp

On déduit de I’équation 3.2 un score de similarité : [ x exp/TT, représentant le nombre attendu
de résidus identiques pour un alignement de longueur /. Ce score est en relation directe avec la

sensibilité de détection des séquences homologues.

La figure 3.25 présente les distributions des scores de similarité calculés sur les modules pré-
sents chez Escherichia coli et Salmonella typhi et innovés dans leur ancétre commun le plus récent
et ceux remontant a LUCA. Ces derniers évoluent plus lentement, ce qui est attendu, mais les dis-
tributions se chevauchent fortement. Plus de 78% des modules récents ont un score supérieur aux
5% des modules les plus rapides détectés a LUCA. Cette proportion augmente avec la profondeur
dans I’arbre des ancétres considérés : plus on remonte dans 1’arbre, plus on est confiant dans I’in-
novation. Des résultats similaires sont obtenus avec chacun des couples d’especes analysés (les
résultats sont présentés dans le tableau B.1 en annexe page 111). En conséquence, bien qu’une
fraction des innovations puisse €tre artefactuelle, la majorité de ces événements ne peut pas étre

expliquée par des taux d’évolution constitutifs élevés.

3.6.2 Analyse du regroupement de ProDom par rapport a celui de Pfam

Une autre maniere d’appréhender le regroupement des familles de ProDom est de le comparer a

celui de Pfam. En effet, les modules Pfam sont expertisés manuellement et des HMMs (Modeles de
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FIGURE 3.25 — Distributions des scores de similarité de modules ProDom récents et anciens. Les scores
de similarité ont été calculés a partir des alignements de paires de modules orthologues chez Escherichia
coli et Salmonella typhi (voir le tableau B.1 page 111 pour les autres comparaisons et paires d’especes). La
distribution des scores pour les modules relativement récents (inférés innovés chez leur ancétre commun)
est présentée en bleu, alors que celle des modules anciens qui remontent jusqu’a LUCA est présentée en
rouge. La ligne en pointillé correspond au quantile a 5% des scores de similarité des modules anciens.

Markov cachés) sont utilisés pour retrouver 1’ensemble des modules homologues. Cette méthode
est de maniere générale plus sensible pour la détection des homologies distantes. En principe, on
s’attendrait a ce que les modules Pfam représentent un sous-ensemble des modules ProDom, c’est-
a-dire qu’a chaque module Pfam correspond un seul et unique module ProDom. Dans cette section,

nous cherchons donc a caractériser les correspondances entre familles de ProDom et de Pfam.

3.6.2.1 Association entre les modules ProDom et Pfam

L’association entre ProDom et Pfam a été établie a partir des architectures des familles de
protéines pour lesquelles les positions des modules ProDom et Pfam sont connues. Un module
ProDom est associé a un module Pfam s’ils se chevauchent sur au moins 20 acides aminés sur une
famille de protéines. L’association entre un module ProDom et Pfam peut étre seulement locale
(seule une fraction des modules correspond). Nous avons donc également considéré les associa-

tions globales, dans lesquelles la longueur du chevauchement est supérieure a 80% de la longueur

du module ProDom.

Ces associations permettent de mettre en relation 62410 modules ProDom (32% du jeu de
données total) avec 6 580 familles Pfam (99%). La figure 3.26 présente la distribution du nombre

de familles ProDom associées a chaque famille Pfam. Seuls 24% des familles Pfam sont associées a
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FIGURE 3.26 — Association entre ProDom et Pfam. Distribution du nombre de modules ProDom associés
a chaque famille de modules Pfam.

un unique module ProDom, et chaque module Pfam est associé¢ en moyenne a 10 familles ProDom
(la médiane étant de 4 modules ProDom). Cette distribution présente les mémes caractéristiques
lorsque les jeux de données sont restreints aux modules procaryotes (tableau 3.10) sur lesquels
nous allons nous concentrer. Le grand nombre de modules ProDom associés a chaque famille Pfam
peut suggérer un manque de sensibilité dans la détection de I’homologie ancienne. Cependant,
lorsque I’on considere une correspondance globale, on divise par 2 le nombre moyen de modules
ProDom associés a chaque module Pfam. La correspondance entre les modules ProDom et Pfam
sur les séquences consensus des familles de protéines est complexe et a été analysée a partir de

trois indices décrits ci-dessous.

Notations :

7 @ indice des familles Pfam

k) : indice des familles ProDom associées au module Pfam j

n(kU)) : nombre de familles ProDom associées au module Pfam ;j

n(5,k)) : nombre de chevauchements entre j et k(7))

n(j) : nombre d’occurrences de j

lg(k(j)) : somme des longueurs du module ProDom k() sur les séquences consensus des familles de
protéines ou il est associé a j

lg(j Jﬂ(j)) : somme des longueurs des chevauchements entre j et k() sur I’ensemble des séquences consen-
sus des familles de protéines (seuls les chevauchements > 20 acides aminés sont pris en compte)

lg(j) : somme des longueurs du module Pfam j sur les séquences consensus des familles de protéines

La couverture d’un module Pfam par ProDom : cet indice reflete la subdivision des familles
de modules ProDom lorsque plusieurs familles sont homologues selon Pfam. Dans la figure 3.27,
les modules PD1 et PD2 sont associés globalement au méme module Pfam (PF1), ce qui indique

que le regroupement de ProDom n’est pas suffisant. Cette couverture donne le nombre moyen de
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modules ProDom par position du module Pfam :

cowverture(j) = —=
- lg(5)

G -

PD2

FIGURE 3.27 — Superposition des architectures de modules ProDom (PD1 et PD2) et
Pfam (PF1) sur les séquences consensus de deux familles de protéines HBG1 et HBG2.

La subdivision d’un module Pfam en modules ProDom : le module Pfam peut étre découpé en
plusieurs modules différents. Dans la figure 3.28, les modules PD3, PD4 et PD5 n’ont pas a étre
regroupés en une seule et méme famille ProDom puisqu’ils représentent des modules différents.
Cette subdivision indique que le point de vue de ProDom est différent de celui de Pfam dans la
caractérisation des modules. Cet indice donne le nombre moyen de modules ProDom subdivisant

un module Pfam.

G L n(kW)
—PDB — — S’LLbdlU@S'LOn(]) = _COUUGTtUTE(j)

FIGURE 3.28 — Superposition des architectures de modules ProDom (PD3, PD4 et
PD5) et Pfam (PF2) sur la séquence consensus d’une famille de protéines (HBG3).

La couverture d’un module ProDom par un module Pfam : pour chaque couple (j,k)), la
proportion du module ProDom k) chevauchant le module Pfam j est calculée grice a 1’indice
suivant :

o lg(G k)
ture(kD) = 9N )
couverture(k"’) 19 (F0)

Du point de vue des modules Pfam, deux phénomenes se combinent pour expliquer I’associa-
tion de plusieurs modules ProDom a chaque module Pfam. Le premier décrit la subdivision des
familles de ProDom en sous-familles, c’est-a-dire que plusieurs familles ProDom représentent le
méme module selon Pfam. La figure 3.29A présente la distribution de la couverture des modules
Pfam par ProDom. La couverture moyenne de chaque module Pfam est de 4,4 modules ProDom
(la médiane étant de 1,7), mais plus de 34% des modules Pfam ont une couverture d’au plus un
module ProDom. Parmi elles, 18% des familles Pfam sont associées a plus d’'un module ProDom.
Cette observation sous-tend que différentes familles ProDom peuvent correspondre a différentes
portions des modules Pfam, ce qui correspond au second phénomene. Celui-ci représente le dé-
coupage des modules Pfam en plusieurs modules ProDom qui ne modélisent pas le méme module,
mais des modules différents. La distribution de la subdivision des modules Pfam est présentée dans

la figure 3.29B. En moyenne, un module Pfam est découpé en deux modules ProDom distincts et
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Toutes les Procaryotes Procaryotes et
associations couverture (ProDom) > 0.8
Nb modules ProDom 62410 38 100 21876
Nb modules Pfam 6580 4513 4019
Nb moyen de modules ProDom par module Pfam 9,9 8,9 5,6
Couverture moyenne des modules Pfam 5,0 44 2,6
Subdivision moyenne des modules Pfam 2,0 1.9 1.9
Couverture moyenne des modules ProDom 73% 75% 96%

TABLEAU 3.10 — Caractéristiques de I’association entre ProDom et Pfam. Les résultats sont présentés
pour I’ensemble des modules ProDom associés a un module Pfam, les modules ProDom procaryotes, et
enfin les modules ProDom procaryotes dont le chevauchement avec le module Pfam est supérieur a 80%
de sa longueur. La couverture moyenne des modules Pfam donne le nombre moyen de modules ProDom
par position sur le module Pfam. La subdivision moyenne donne le nombre moyen de modules ProDom
redécoupant un module Pfam. Enfin, la couverture des modules ProDom donne la proportion du module
chevauchant le module Pfam auquel il est associé.

on trouve seulement 14% de modules Pfam non subdivisés. La correspondance entre ProDom et
Pfam est globale (plus de 80% du module ProDom associé a Pfam) pour 57% des modules Pro-
Dom concernés. De nombreux modules ProDom sont donc associé€s a un module Pfam localement
(figure 3.29C).

L’ensemble de ces résultats suggere qu’'une partie des familles de modules ProDom est en-
core subdivisée. Cette subdivision provient en partie d’'un manque de sensibilité dans la détection
des modules homologues, mais également en partie d’un découpage des protéines en unités évo-
lutives différentes de celles de Pfam (expliquant les nombreuses homologies locales détectées).
Le manque de sensibilité de ProDom peut donc dans certains cas conduire a la surestimation du
nombre d’innovations, mais également a un rajeunissement artefactuel de leur innovation. Dans
le but de déterminer la marge d’erreur possible pour les innovations inférées par ProDom, nous
avons comparé 1’age relatif des nceuds dans lesquels chaque couple de modules ProDom et Pfam

associés est apparu.

3.6.2.2 Comparaison des ages relatifs d’apparition des modules ProDom et Pfam associés

Dans cette analyse, seuls les modules ProDom et Pfam innovés sont pris en compte puisque
dans le cas de gains multiples, 1’origine n’est pas connue. Les modules ProDom spécifiques des
eucaryotes ont également été retirés de 1’analyse. Le jeu de données est donc restreint a 14 542
modules ProDom associés a 1 871 modules Pfam différents. La comparaison des ages d’apparition
revient a comparer la profondeur des nceuds dans I’arbre (voir figure 3.30). Ainsi, les origines

sont identiques lorsque les deux modules sont apparus dans le méme nceud. L’ origine du module
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FIGURE 3.29 — Analyse du chevauchement entre les modules ProDom et Pfam. Le sous-ensemble des
modules ProDom procaryotes a été utilisé. Plusieurs modules ProDom peuvent étre associés a un unique
module Pfam, ce qui peut étre expliqué par une combinaison de deux phénomenes : un manque de regrou-
pement des familles de ProDom représentant le méme module (A), et le découpage du module Pfam en
différents modules ProDom(B). Le panneau A est une distribution de ’indice couverture(j) (pour tous les
modules Pfam j) calculé comme le rapport de la somme des chevauchements entre ProDom et Pfam et la
longueur moyenne du module Pfam. Le panneau B représente la distribution de I’indice subdivision(j) cal-
culé comme le rapport du nombre de modules ProDom associés a chaque module Pfam et de la couverture
de ce dernier. Le panneau C donne la distribution de la couverture des modules ProDom (couverture(k))
calculée comme la proportion du module associée a Pfam.

ProDom (resp. Pfam) est plus récente lorsque le nceud dans lequel il est apparu appartient au sous-
arbre raciné par le nceud dans lequel le module Pfam (resp. ProDom) est apparu. Enfin, si les deux
modules sont apparus dans deux sous-arbres distincts, alors la comparaison est impossible et donc
les deux origines sont considérées comme différentes. Le tableau 3.11 présente les résultats issus
de la comparaison des ages entre les modules ProDom et Pfam. Parmi les modules ProDom, 74%
ont une origine plus récente que le module Pfam auquel ils sont associés, et 26% ont la méme
origine. Nous notons cependant que pour 48% des familles de Pfam, le module ProDom le plus
ancien qui lui est associé a la méme origine que le module Pfam. Lorsque 1’on prend en compte
seulement les modules ProDom associés globalement a Pfam (chevauchement sur plus de 80% de
la longueur du module ProDom), 57% des modules ProDom anciens ont la méme origine que le
module Pfam. On trouve donc une meilleure adéquation entre un module ProDom et Pfam lorsque
le module ProDom est inclus dans son homologue de Pfam. Dans ce cas, 85% des modules Pfam
ont la méme origine que ’'un au moins des modules ProDom auxquels ils sont associés. Cela
suggere que le taux d’évolution de ces familles de modules n’est pas constant sur 1’arbre, ce qui

peut conduire a la création de sous-familles divergentes dans ProDom.

Comme indiqué plus haut dans ce chapitre, la majorité des modules Pfam sont anciens. De fait
81% des modules ProDom chevauchant Pfam correspondent a un module Pfam remontant jusqu’a
LUCA : il s’agit donc de modules tres anciens. L’analyse de la distribution des modules ProDom
associés a Pfam le long de I’arbre (présentée dans le tableau 3.12) permet d’apprécier I’ampleur

de ce biais. En effet si Pfam est représentative on s’attendrait a ce que la fréquence des modules
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FIGURE 3.30 — Comparaison des ages relatifs des modules ProDom et Pfam. Pour chaque module Pro-
Dom innové (PD1, PD2, PD3, PD4) et associé¢ a un module Pfam lui-mé&me innové (PF1), I’age des ancétres
dans lesquels ils sont apparus ont été comparés. On peut distinguer 4 situations : PD1 a la méme origine que
PF1, PD2 est plus récent que PF1, PD3 est plus ancien, et I’dge de PD4 n’est pas comparable a celui de PF1.

Espeéces contemporaines  Especes ancestrales  Total

Modules procaryotes innovés 7521 7021 14542
— Plus récent 7123 3613 10736
— Méme origine 398 3361 3759
— Plus ancien 0 47 47
dont la couverture (ProDom) > 0,8 3200 4591 7791
— Plus récent 2911 1914 4825
— Méme origine 289 2636 2925
— Plus ancien 0 41 41

TABLEAU 3.11 — Répartition des modules procaryotes innovés et associés a des modules Pfam en
fonction de leur neeud d’innovation. Un module ProDom peut étre innové dans une espece plus récente
que celle ou le module Pfam auquel il est associé est lui-m&me innové, dans la méme espece ou bien dans une
espece plus ancienne. Les modules innovés dans une espece contemporaine ou ancestrale ont été distingués.
Les résultats sont également présentés pour le sous-ensemble de modules ProDom associés a Pfam sur plus
de 80% de leur longueur.

ProDom associés aux modules Pfam soit indépendante de I’age de la famille ProDom. Cela n’est
clairement pas le cas : plus les modules ProDom sont récents, moins ils sont associés a un module
Pfam.

En conclusion, nous avons analysé les prédictions de différents types d’innovation protéique en
fonction de différents jeux de modules : les modules ProDom, les modules Pfam, les modules Pro-
Dom associés a Pfam et les modules ProDom associés a Pfam sur toute leur longueur (figure 3.31).
Lorsque I’on restreint I’ensemble des modules ProDom au sous-ensemble de modules associés a
un module Pfam, les proportions des différents types d’innovation se rapprochent de celles obte-
nues avec Pfam (figure 3.31C). Les innovations totales et partielles ne sont pas négligeables, mais

elles peuvent correspondre a des parties de modules ProDom non représentées dans Pfam. En effet
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LUCA Tres anciens Anciens Récents Contemporains

Nb modules innovés ProDom 4062 689 7074 18292 89672
— proportion associée a Pfam  85% 68% 32% 20% 13%

TABLEAU 3.12 — Répartition des modules ProDom innovés et associés a Pfam le long de ’arbre des
especes. Les noeuds de 1’arbre ont été répartis en 5 grands groupes d’ages relatifs différents : LUCA, tres
anciens (les ancétres des Bactéries et des Archées), anciens (le sous-arbre contient au moins 5 especes
contemporaines, 42 ancétres), récents (le sous-arbre contient moins de 5 especes, 69 ancétres) et contempo-
rains (161 especes). Les modules ProDom innovés dans chacun de ces groupes de noeuds ont été répertoriés,
et la proportion des modules ayant une correspondance avec un module Pfam a été calculée.

lorsque 1’on restreint les modules ProDom a ceux completement associés a Pfam (figure 3.31D),
les innovations totales et partielles sont fortement diminuées : on tend vers la distribution obtenue
avec les données de Pfam (figure 3.31B). On remarque cependant que 1’univers des protéines n’est

alors pris en compte que tres partiellement.

A ProDom (regroupé) B Pfam-A C ProDom associé D ProDom associé &
a Pfam Pfam sur >80% de
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FIGURE 3.31 — Distribution des différents types d’innovation protéique dans les especes ancestrales
et contemporaines. Les protéines complétement innovées, partiellement innovées et réarrangées sont res-
pectivement indiquées en rouge, bleu et vert sur la base des modules ProDom (A), Pfam-A (B), ProDom
associés a un module Pfam (C) ou des modules ProDom associés globalement a un module Pfam (D). Les
familles de protéines ne contenant aucun domaine des bases de données correspondantes sont indiquées
en gris. Dans chaque panneau, les barres de gauche et de droite correspondent respectivement aux especes
procaryotes ancestrales et contemporaines, comme symbolisées sous chaque barre.
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40 000
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3.7. Conclusion : importance de I’innovation de modules pour I’apparition de protéines nouvelles

3.6.3 Le succes évolutif des modules innovés

L’analyse de la versatilit¢ des modules innovés, soit le nombre de nouvelles protéines ayant
recruté un module particulier avec succes, montre que les modules ProDom ont un certain succes
des leur plus jeune age. Les distributions de la versatilité des modules ProDom et Pfam en fonction
de leur age sont présentées dans la figure 3.32. On trouve 7% des modules innovés récemment
présents dans au moins deux arrangements en modules différents : bien que ces modules soient
récents, leur potentiel a déja été utilisé dans différents contextes protéiques. Le pourcentage de
modules versatiles augmente a 35% pour les modules anciens, et jusqu’a 69% pour les modules
les plus anciens remontant a LUCA. La versatilité peut donc étre vue comme une marque du succes

évolutif des modules.
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FIGURE 3.32 — Versatilité des familles de modules anciennes et récentes. La versatilité est définie comme
le nombre d’architectures de modules dans lesquelles le module est impliqué. Les histogrammes des familles
de modules de ProDom (A) et Pfam (B) sont donnés pour les familles de modules dont 1’origine est une
espece contemporaine procaryote (gris foncé), un ancétre intermédiaire (gris) et celles remontant a LUCA
(gris clair).

Les modules Pfam sont globalement beaucoup plus versatiles que ceux de ProDom. En effet,
la proportion de modules versatiles varie de 53% pour les modules récents a 95% pour les modules
remontant 2 LUCA. Les modules Pfam sont donc biaisés en faveur de modules employés dans de

nombreux contextes protéiques différents.

3.7 Conclusion : importance de I’innovation de modules pour

I’apparition de protéines nouvelles

La vision classique de I’évolution des protéines modulaires explique I’apparition de nouvelles

protéines par le réarrangement de modules protéiques anciens comme observé avec les modules
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Pfam. Cependant, seuls 35% des familles de protéines sont prises en compte avec Pfam, avec
une couverture en acides aminés de 21%. De plus, nous avons montré que I’échantillonnage de
I’univers des protéines par Pfam n’est pas du tout représentatif, avec un biais prononcé en faveur de
modules anciens et versatiles. D’ou I’importance d’utiliser des méthodes qui puissent identifier les
modules protéiques systématiquement : par exemple, ProDom permet d’annoter 98% des familles

de protéines avec une couverture en acides aminés de 85%.

Les résultats obtenus présentent une typologie de I’innovation ou I’apparition de nouvelles pro-
téines est fortement liée a I’apparition de nouveaux modules protéiques. Cependant, la méthode
automatique de regroupement des familles de ProDom présente une faiblesse dans la détection
des homologies distantes, ce qui tend a subdiviser les familles de modules en sous-familles. Elle
entraine donc une surestimation de I’innovation des modules, qu’il convient de corriger. En nous
basant sur la comparaison entre ProDom et Pfam, nous avons estimé plus haut que 1’ancienneté de
57% des familles anciennes de ProDom était en accord avec Pfam et que 42% pourrait étre mise
en défaut comme étant trop récente (Tableau 3.11). Ce taux de faux positifs étant estimé princi-
palement sur I’analyse des familles les plus anciennes, il constitue une borne supérieure du taux
de faux positifs attendu pour des familles plus récentes. En extrapolant de manicre conservative ce
taux a I’ensemble des modules anciens de ProDom (associés ou non a Pfam), on peut donc corriger
les estimations de la figure 3.20 et proposer une borne inférieure de 28% a la fréquence d’appari-
tion de protéines anciennes intégralement innovées, au lieu de 48% dans la figure 3.20. Un calcul
analogue nous permet de proposer une borne supérieure de 55% pour la fréquence d’apparition
de protéines anciennes a partir de réarrangements de modules préexistants, au lieu de 22% dans
la figure 3.20. Ces bornes restent tres éloignées des fréquences obtenues avec Pfam, avec 16%
seulement des protéines nouvelles intégralement innovées et 83% provenant de réarrangements de

modules.

En conclusion, I’innovation en modules protéiques semble Etre tout au long de 1’évolution un
événement plus important que ce qui était pensé auparavant. Nos analyses avec Pfam indiquent
bien que quelques domaines trés anciens ont contribué significativement a la diversification pro-
téique par de nombreux réarrangements, mais ProDom complete cette vision en montrant (1) que
ces réarrangements sont fréquemment associés a de nouveaux modules et (2) que des protéines in-
tégralement nouvelles peuvent apparaitre qui ne contiennent aucun domaine préexistant. La vision
de ProDom permet ainsi d’analyser I’ensemble des protéines prédites pour les especes échantillon-

nées et nous éclaire sur I’évolution des protéines plus récentes, non prises en compte par Pfam.
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Chapitre 4

Vers une nouvelle vision de I’évolution des

protéines modulaires

Dans cette these, nous avons cherché a réconcilier deux approches de 1’analyse de la diversifi-
cation des protéines : (1) la combinatoire de domaines dans laquelle les nouvelles architectures sont
classiquement des réarrangements de domaines préexistants ; (2) I’inférence de scénarios d’évolu-
tion des familles de protéines et de modules dans lesquels les événements évolutifs de gain et de
perte sont positionnés sur un arbre des especes. Ainsi, la combinatoire des domaines a ét€ appré-
hendée dans un contexte explicitement évolutif dans lequel I’émergence des protéines est décrite a

partir de I’histoire évolutive des modules composant leur architecture.

Nous avons développé une méthodologie d’inférence de scénarios d’évolution au maximum
de vraisemblance basée sur la structure des réseaux Bayésiens (chapitre 2). En effet, les métho-
dologies implémentées jusqu’alors étaient essentiellement basées sur des criteres de parcimonie
non adaptés a I’hétérogénéité des fréquences de gain et de perte observées. Nous avons donc uti-
lis€é un modele d’évolution dans lequel les probabilités de gain et de perte peuvent varier le long
de I’arbre. Ce modele décrit significativement mieux les données que le modele homogene ou les
probabilités sont identiques le long de I’arbre. Son association a la structure des réseaux Bayésiens
permet d’inférer des scénarios ayant un fort soutien statistique et robustes face a la variabilité de

certains parametres.

Le modele d’évolution développé avec les réseaux Bayésiens a €té utilisé pour inférer I’his-
toire évolutive des familles de protéines d’ HOGENOM et des familles de modules de ProDom et

de Pfam. L’analyse des répertoires ancestraux révele une dynamique évolutive dans laquelle I’in-
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novation est omniprésente au cours de I’évolution pour les familles de protéines et de modules Pro-
Dom. En revanche, la dynamique des modules Pfam pointe vers une majorité d’innovations dans
les especes les plus anciennes, ce qui a une incidence importante sur 1’analyse de 1’émergence des
protéines. L’ expertise manuelle des familles de modules et I’ utilisation de HMMs conferent a Pfam
une plus grande sensibilité dans la détection des homologies distantes.Cependant, ces familles pré-
sentent une couverture réduite de I’univers des protéines, en privilégiant les familles anciennes et
versatiles. Il en résulte une surestimation par Pfam des réarrangements et une sous-estimation de
I’innovation des modules. A contrario, I’utilisation de ProDom permet d’obtenir une excellente
couverture de I’ensemble des protéines, au prix d’un regroupement moins bon des modules homo-
logues. Il en résulte une sous-estimation par ProDom des réarrangements et une surestimation de
I’innovation des modules. Sur la base de la comparaison entre Pfam et ProDom, nous avons pu
au chapitre 3 proposer une borne inférieure de 28% pour la fréquence d’innovation intégrale des
protéines anciennes et une borne supérieure de 55% pour la fréquence d’innovation par réassorti-
ment pur (p. 89). En conséquence, nous proposons qu’au moins 45% des innovations protéiques
anciennes ont incorporé au moins un module protéique nouveau. Dans ce chapitre, nous discutons
trois aspects de I’évolution des protéines directement pertinents pour nos résultats : 1’univers des

modules, la modularité des protéines et I’innovation en modules ou domaines protéiques.

4.1 Points de vue et biais sur I’univers des modules protéiques

Les bases de données de familles de domaines ou modules protéiques se distinguent en géné-
ral par le compromis entre la sensibilité et la spécificité des familles de domaines représentées.
Une bonne sensibilité dans la détection des familles de modules permet d’obtenir une couverture
optimale de I’univers des protéines tandis que la spécificité garantit la qualité de la définition des
familles de domaines ainsi que le recrutement des domaines appartenant aux différentes familles.
Ainsi, 1l existe les bases de données de familles de modules exhaustives, construites automati-
quement comme ProDom ou ADDA. Elles offrent une bonne couverture de I’univers des protéines
correspondant, mais les méthodologies employées peuvent manquer de sensibilité pour la détection
des homologies anciennes. On trouve également les bases de données construites manuellement
ou basées sur les données structurales comme Pfam ou CATH qui ne couvrent que partiellement
I’univers des séquences protéiques bien que la définition des familles de domaines soit de bonne
qualité et que les outils utilisés permettent la détection d’homologues distants. Ces bases de don-
nées offrent des visions assez différentes de I’univers des domaines protéiques. Pour certaines, c’est
un univers restreint dont la majorité des familles ont été déterminées [Apic et al., 2001b; Chothia,
1992; Chothia et al., 2003]. Cette vision de I'univers des domaines est basée principalement sur
une analyse des structures de protéines disponibles, ce qui ne va pas sans biais. Apres avoir pré-

senté ces biais et I’impact qu’ils peuvent avoir sur la vision de la diversification des domaines, nous
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discuterons des avancées récentes dans 1’exploration de nouveaux domaines protéiques.

4.1.1 Une saturation artéfactuelle de I’univers des domaines protéiques par

des domaines majoritairement anciens

Les données structurales permettent de classer les domaines de facon hiérarchique. Ils sont
regroupés en familles qui sont elles-mémes regroupées en superfamilles et enfin les superfamilles
sont regroupées en classes de repliements. On s’attend donc par construction a ce que I’univers des
repliements ou des superfamilles arrive a saturation avant I’univers des familles de domaines. Le
fait que le nombre de nouveaux repliements trouvés diminue avec la détermination de nouvelles
structures a fait penser a une proche saturation de I’univers des domaines. De nombreux modeles
ont été créés pour extrapoler les effectifs des différentes classes hiérarchiques des domaines a
partir des données disponibles. Les différentes estimations sont regroupées dans le tableau 4.1,
extrait de Schaeffer et Daggett [2011]. L’ordre de grandeur du nombre estimé de superfamilles
varie de 103 2 10°. L’estimation de ces effectifs est assez difficile notamment a cause du fait que
tous les repliements (ou les superfamilles) ne sont pas peuplés également en terme de diversité
structurale et de séquences. En effet, d’apres Coulson et Moult [2002], on peut modéliser 1’univers
des repliements (ou des superfamilles) en trois zones distinctes : une zone ou les repliements sont
retrouvés dans une seule famille de domaines (nommés Unifold), une zone ou les repliements
sont trouvés dans un nombre intermédiaire de familles (nommés Mesofold) et enfin une zone ou
les repliements sont retrouvés dans de nombreuses familles (nommés Superfold). Ils mettent en
évidence que 1’usage des repliements suit une loi de puissance et que les repliements uniques sont

largement sous-estimés.

La difficulté de I’estimation de la taille de I'univers des domaines, que ce soit au niveau des
repliements ou des superfamilles, vient également du fait que I’on se base sur des données structu-
rales globalement biaisées. En effet, les protéines pour lesquelles une structure tridimensionnelle a
été déterminée sont de petite taille [Gerstein, 1998] et appartiennent généralement a de grandes fa-
milles bien caractérisées [Kunin ez al., 2005], les protéines singletons ou les petites familles espece-
spécifique étant sous-représentées [Coulson et Moult, 2002]. La représentation taxonomique des
superfamilles (extraites de la base de données SUPERFAMILY [Wilson et al., 2009]) regroupe
les trois domaines du vivant pour plus de 63% d’entre elles alors que moins de 1% des familles
de domaines de ProDom le sont [Kunin ef al., 2005]. De plus, on retrouve également un biais en
faveur des protéines ayant un intérét industriel ou thérapeutique : 10 fois plus de superfamilles sont

spécifiques des bactéries que des archées [Kunin ez al., 2005].

Ces biais d’échantillonnage se retrouvent dans la plupart des bases de données créées manuel-
lement. En effet, la création manuelle d’une base de données implique la détection préalable des

familles sur la base de la structure ou de la séquence. On constate également un biais en faveur de
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grandes familles de domaines représentées dans I’ensemble du monde vivant, donc des domaines
en général anciens (comparer par exemple les figures 3.9 page 64 et 3.7 page 61). De tels biais sont
évités dans les bases de domaines qui regroupent I’ensemble des données de séquence des modules
protéiques par des méthodes automatiques, telles que ProDom ou ADDA. On trouve donc dans ces

dernieres des familles beaucoup plus récentes.

4.1.2 Vers un échantillonnage aléatoire des structures déterminées

[’analyse de la couverture du monde protéique par les domaines a permis d’estimer les données
manquantes pour obtenir une couverture optimale. Marsden et al. [2006] ont montré que 6 000
familles de domaines extraites de CATH et Pfam permettaient de couvrir 74% des séquences et
56% des résidus. Parmi les familles de Pfam utilisées, il manque environ 1000 structures pour
avoir une couverture structurale de cette grandeur. Ils estiment a 90 000, le nombre de structures
nécessaires pour avoir un modele d’homologie de toutes les s€quences analysées et ainsi couvrir
les séquences especes-spécifiques. Ce nombre est nettement supérieur au nombre de structures
non redondantes actuellement déterminées. Qu’est-ce que ces nouvelles structures nous diraient

sur I’univers des repliements et des superfamilles de domaines ?

Ces dernieres années de nombreux projets, comme le projet PSI (Protein Structure Initiative)
financé par le NIH (National Institutes of Health), ont ét€ mis en place pour diminuer le biais

d’échantillonnage des bases de données structurales. Ces projets visent a choisir les structures a

Années Repliements  Superfamilles Référence

1992 <1000 1500 Chothia [1992]

1994 <7700 23100 Orengo et al. [1994]
1994 6727 - Alexandrov et Go [1994]
1996 455 - Wang [1996]

1997 <920 920 Brenner et al. [1997]
1997 <5200 17175 Zhang [1997]

1998 650 1150 Wang [1998]

1998 836 - Zhang et DeLisi [1998]
1999 3756 - Govindarajan et al. [1999]
2000 ~ 1000 4.000-7 000 Wolf et al. [2000]

2002 10000 50000 Coulson et Moult [2002]
2007 1613 - Levitt [2007]

2009 ~ 1700400 ~ 4000 Sadreyev et al. [2009]

TABLEAU 4.1 — Estimation du nombre de repliements et de superfamilles par année. Extrait de Schaef-
fer et Daggett [2011].
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déterminer pour augmenter la couverture structurale des séquences et limiter la redondance dans
les bases de données [Grabowski er al., 2007; Jaroszewski et al., 2009; Marsden et al., 2006;
Todd et al., 2005]. D’autres projets de méta-génomique comme le GOS (Global Ocean Sampling)
[Yooseph et al., 2007] ont permis d’obtenir un échantillonnage important de séquences, desquelles
de nombreuses nouvelles familles ont été détectées. Ces dernieres constituent de bonnes candidates

pour augmenter 1’échantillonnage de nouvelles structures.
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FIGURE 4.1 — Nouveauté des domaines structuraux récemment déterminés. Les domaines structuraux
ont été déterminés par les centres associés au programme PSI-2 (LSC, Large-Scale Centers), représentés par
les barres grises et les centres de biologie structurale traditionnels (a I’exclusion des centres de génomique
structurale), représentés par les barres rouges, entre juin 2005 et juin 2008. Seuls les domaines classés dans
CATH sont représentés. Extrait de Dessailly et al. [2009].

Jaroszewski et al. [2009] ont analysé les structures de 250 DUFs (Domain of Unknown Func-
tion) dans le cadre du projet PSI. Cette analyse fait suite au constat qu’entre 30% et 40% des pro-
téines sont hypothétiques ou de fonction inconnue, malgré les efforts d’annotation des génomes
complets. IIs montrent que 25% de ces familles de domaines peuvent étre reliées a d’autres fa-
milles existantes par similarité de séquence, la structure venant conforter I’homologie. On trouve
également 48% des familles sans similarité de séquence suffisante pour étre reliées a des familles
caractérisées, mais dont certains repliements caractéristiques permettent de les rattacher a une
classe existante. Il reste 27% de nouveaux repliements qui ne peuvent pas €tre reliés a des familles
existantes. L’analyse de 1502 nouvelles structures issues du programme PSI-2 [Dessailly et al.,
2009] a également permis de mettre en évidence que 28% d’entre elles étaient significativement
différentes des structures présentes dans CATH (voir figure 4.1). Ainsi, en considérant d’apres
Marsden et al. [2006] qu’il reste environ 90 000 structures a déterminer, on pourrait s’attendre a
trouver environ 23 400 nouveaux repliements parmi eux, en faisant I’hypothese que les nouvelles

structures déterminées représentent un échantillon aléatoire des domaines inexplorés.
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4.2 Les modules protéiques : un point de vue sur I’évolution

des protéines

La diversification de 1’univers des protéines peut étre expliquée a 1I’aide de nombreux méca-
nismes dont les principaux mis en évidence sont les duplications, la divergence par mutations
ponctuelles et le réarrangement des domaines composant son architecture. Cette section discute
de la pertinence des domaines comme unité évolutive, puis des conséquences possibles sur les
relations d’homologie inférées entre protéines et enfin nous reviendrons sur I’interprétation et les

limitations de notre modele d’évolution.

Quelle que soit I’échelle a laquelle on se place pour comprendre 1’évolution, comme une es-
pece, un génome, un gene, une protéine ou encore un nucléotide, on définit toujours une unité
qu’on analyse, compare et pour laquelle on recherche des homologues dans le but de comprendre
son évolution. La pertinence de ces unités est toujours discutable puisque leurs limites ne sont pas
nécessairement durables au cours de 1’évolution. Par exemple, dans le cas d’'un génome, on peut
définir de multiples unités d’évolution différentes : le gene, 1’exon, le chromosome ou le génome

lui-méme.

L’analyse des protéines modulaires met en avant la pertinence du domaine comme une unité
d’évolution des protéines, dans la mesure ou ils sont préservés par la sélection. On utilise ainsi
une échelle plus fine pour expliquer I’évolution a 1’échelle des protéines. Cependant, certaines
protéines, comme les protéines fibreuses, échappent a cette définition puisqu’elles ne peuvent pas
étre découpées en domaines globulaires. C’est la raison pour laquelle dans cette these, nous avons
majoritairement parlé de modules protéiques qui décrivent seulement des fragments de protéines

conservés sans nécessairement une notion de structure ou de fonction.

En considérant I’architecture en domaines des protéines, la définition des relations d’homologie
entre protéines est modifiée. En effet, en considérant les protéines entieres : soit deux protéines
sont suffisamment similaires pour étre considérées homologues soit elles ne le sont pas. Avec la
prise en compte des domaines, certaines protéines non homologues peuvent partager des domaines
homologues. C’est a partir de cette observation que le terme d’homologie partielle a été introduit

pour les protéines [Hillis, 1994].

Cette constatation souleve la question de la différenciation entre homologie ou convergence
entre des protéines possédant la méme architecture en domaines. Est-ce qu’un méme arrangement
en domaines peut apparaitre plusieurs fois indépendamment au cours de 1’évolution ? L’ apparition
d’un mé€me arrangement en modules dans deux clades différents arrive relativement fréquemment.
Lorsqu’on analyse les scénarios d’évolution d’une famille de protéines, cet événement correspond
aux familles présentant des gains multiples. Dans I’ensemble de 1’analyse présentée et de maniere

générale, ces gains multiples sont interprétés comme des transferts horizontaux. Cependant, on
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peut distinguer trois mécanismes différents pour expliquer un tel scénario (figure 4.2) : soit la
famille est ancienne et a ét€¢ perdue dans la majorité des clades, soit il s’agit d’un ou plusieurs
cas de transferts horizontaux, soit il s’agit d’'un phénomene de convergence. Dans ce dernier cas,
les protéines ne sont pas homologues. Les méthodes d’analyse sont alors abusées par une méme
composition en modules homologues puisque la similarité entre les séquences devient suffisante

pour que I’hypothese d’homologie soit acceptée.

A hypothetical example of an observed phyletic pattern in 14 genomes

A whole genome:

A single gene "

AAlA T

~
Sposos

The three possible explanations for the observed phyletic pattern

A whale genome

A single gene

o s e

Architecture loss Horizontal transfer Convergent evolution

FIGURE 4.2 — Les trois interprétations possibles d’un gain multiple. Description d’un exemple de scéna-
rio d’évolution d’une architecture de domaines donnée ainsi que des trois explications évolutives possibles.
Extrait de Gough [2005].

La convergence architecturale signifie qu’un méme arrangement en domaines a été créé indé-
pendamment plusieurs fois. La prévalence de ce phénomene est jugée plutdt rare par Gough [2005]
qui prédit entre 0,4 et 4% des séquences impliquées dans une convergence architecturale. Cet au-
teur est parti de I’hypothese que la convergence correspond a une contrainte fonctionnelle forte.
La méme fonctionnalité serait donc créée indépendamment dans différents génomes. Les archi-
tectures candidates ont été détectées par des analyses phylogénétiques ou 1’architecture apparait
dans au moins deux clades distincts. Les architectures retenues correspondent a celles pour les-
quelles une relation d’homologie n’a pas pu étre inférée a partir d’analyses de similarité sur toute

la longueur de la séquence et de taux d’évolution.

Une autre analyse arrive a la conclusion que la convergence architecturale est plus fréquente
avec une prévalence variant de 5,6 a 12,4% sur les architectures de 96 génomes [Forslund ef al.,
2008]. Cette analyse reconstruit 1’histoire €volutive des architectures non pas sur un arbre des
especes, mais sur les arbres phylogénétiques des séquences des domaines composant les architec-

tures. Les gains multiples des architectures sur ces arbres représentent les cas possibles de conver-
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gence. Cette analyse plus fine, réalisée a partir des séquences des domaines, permet de s’affranchir

des cas des transferts horizontaux directement pris en compte dans 1’analyse.

Bien que le phénomene de convergence ne soit pas un événement tres fréquent, il met en évi-
dence I'un des aspects simplificateurs de notre modele d’évolution des familles de protéines et
de modules. En effet, les scénarios d’évolution inferent la présence ou I’absence d’une famille a
un nceud donné de la phylogénie des especes. Cette méthode permet d’obtenir une image quali-
tative des contenus des génomes ancestraux. Cependant, cela reste un modele simplificateur de
I’évolution des protéines dans lequel les événements de gains multiples sont interprétés comme
des transferts horizontaux. De maniere générale, I’analyse des transferts horizontaux nécessiterait
également la reconstruction d’un arbre phylogénétique des séquences, a comparer avec un arbre

des especes.

4.3 Qu’est-ce que ’innovation en modules/domaines

protéiques ?

Notre analyse de 1I’émergence de nouvelles protéines indique I’importance de 1’innovation en
modules. Si cette conclusion apporte un éclairage nouveau sur 1I’apparition de protéines au cours
de I’évolution, elle pose également la question de 1’origine des nouveaux modules et plus généra-
lement la question de I’innovation. La notion méme d’innovation n’est pas évidente et a fait 1’objet
de nombreux débats [Moczek, 2008]. L’objectif n’est pas ici de reprendre ce débat, mais plutot
de définir I’innovation sous-entendue dans cette étude a 1’échelle des domaines protéiques et de

discuter des différents mécanismes possibles.

Ernst Mayr définissait I’innovation en 1960 comme n’importe quelle nouvelle structure ou
propriété acquise pour laquelle on peut faire I’hypothese d’une nouvelle fonction [Mayr, 1960]. 11
met en avant I’aspect fonctionnel des innovations, aspect repris aujourd’hui par Tokuriki et Tawfik
[2009] pour qui I’'innovation est 1I’apparition d’une nouvelle fonction qui peut initialement n’avoir
qu’un petit effet sur la fitness qui peut €tre renforcé par la sélection au cours du temps. L’ innovation

suppose donc I’apparition d’un nouveau caractere et sa conservation dans le temps.

L’apparition d’un nouveau domaine suggere 1’acquisition d’une nouvelle fonction que ce soit
par ’apparition d’une nouvelle séquence codante ou d’une nouvelle structure. On peut ainsi dé-
gager deux types d’origines possibles pour les domaines. Le premier correspond au recrutement
d’un nouveau fragment de séquence codante a partir d’une séquence non-codante : apparition de
codon initiateur, disparition de codon stop, décalage de la phase de lecture, perte de site d’épis-
sage, insertion, délétion, etc. Le deuxieme implique des modifications d’un domaine préexistant. I

peut s’agir d’une accélération brutale du taux d’évolution en raison d’un changement de contrainte
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sélective, d’une modification structurale par accrétion d’éléments additionnels ou encore d’une

délétion d’éléments de la structure.

4.3.1 L’apparition d’une nouvelle séquence codante

La création ab initio de nouveaux domaines est ’'une des hypotheses utilisées pour expliquer
I’apparition des premiers domaines a partir desquels les autres domaines auraient divergé [Chothia
et Gough, 2009]. Ce modele permet 1’acquisition d’un jeu de domaines suffisamment variés pour
soutenir une forme de vie basique. Et lorsque la diversité a été suffisante, les mécanismes utili-
sant la duplication et la divergence, ainsi que la recombinaison des domaines sont supposés plus
efficaces pour créer de la nouveauté. L’ apparition de nouvelles séquences a partir de matériel non-
codant est donc généralement considérée comme peu probable. Cependant, plusieurs exemples
d’apparition de nouvelles séquences codantes a partir de séquences non-codantes ont été mis en
évidence dans les génomes de la Drosophile et de I’homme, comme nous 1’avons présenté en intro-
duction. La figure 4.3 présente la succession des événements permettant une telle innovation mise
en évidence pour trois génes humains [Knowles et McLysaght, 2009]. La comparaison des especes
proches de I’homme a permis de mettre en évidence les mutations a 1’origine de la réorganisation
du cadre ouvert de lecture ancestral, apres la divergence de la lignée humaine.

|

RF with frame disruptior

iMutations abolish frame disruptions

Promoter acquisition and transcriptional activation

4_

|

FIGURE 4.3 — Origine d’une nouvelle séquence codante. De nouvelles régions codantes peuvent apparaitre
de novo a partir de séquences génomiques non codantes. Des cadres ouverts de lecture primitifs (proto-ORF :
représentées par les petites boites bleues) subissent des mutations (substitutions ponctuelles,insertions et dé-
1étions ; représentées par les étoiles jaunes) qui retirent morceau par morceau les nucléotides désorganisant
le cadre de lecture (représentés par les pointes rouges). L’activation transcriptionnelle des ORFs (par I’ac-
quisition de promoteurs localisés dans la région 57), codant pour des protéines dont la fonction est potentiel-
lement utile, peut permettre 1’évolution vers un nouveau gene codant. Les larges boites bleues représentent
des exons fonctionnels, la fleche rose le TSS (Transcription Starting Site), et la boite transparente rose les
séquences non transcrites en 5°. A noter, I’étape de I’activation transcriptionnelle peut également précéder
la formation d’une OREF utile et completement fonctionnelle. Extrait de Kaessmann [2010].
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L’ensemble de ces analyses suggere que 1I’émergence de novo est plus fréquente que ce que I’on
pensait. Cependant, la prévalence de ce mécanisme dans 1I’ensemble du monde vivant est toujours
inconnue. L’origine des nouveaux modules mis en évidence avec les données de ProDom a été
analysée par Louis-Marie Bobay au laboratoire. L’analyse a porté sur 52 génomes bactériens. Les
hypotheses concernant le recrutement de séquences non-codantes et le décalage de la phase de
lecture ont été testées sur des modules ayant une origine récente. La recherche de similarité des
nouveaux modules dans les génomes complets n’a pas ét€ concluante : des séquences similaires
ont été détectées dans les génomes voisins pour seulement 25% des nouveaux modules et parmi
eux, a peine 9% étaient associ€s a une séquence intergénique et 6% €taient associ€s a une séquence
codante avec un décalage de la phase de lecture. Cependant, dans le cas des modules associés a
des séquences intergéniques, il n’a pas été possible de déterminer d’une maniere inambigiie si
la séquence ancestrale était non-codante et donc d’orienter les événements. Ainsi le nombre de
données exploitables n’a pas été suffisant pour mettre en évidence ’impact du recrutement de

séquences intergéniques dans 1’apparition de nouveaux modules.

Une autre hypothese pourrait expliquer une partie des nouveaux domaines observés dans les
génomes actuels : 'importation d’éléments de séquence (geénes, fragments de genes ou séquences
non-codantes) a partir de génomes de clades non échantillonnés ou de génomes viraux. En effet,
méme si I’échantillonnage taxonomique de notre travail couvre les grands domaines du vivant,
il reste faible par rapport aux quelque 107 especes existantes. On a donc aujourd’hui acces a un
échantillon restreint de la diversité des especes et des protéines, tres probablement biaisé. Cepen-
dant, les projets de métagénomique, de plus en plus nombreux (par exemple Yooseph ez al. [2007]),
devraient fournir rapidement du matériel génétique divers et permettre d’obtenir un meilleur échan-
tillonnage de 1’univers des especes et des séquences. Ces projets permettent déja de détecter des

séquences homologues a des séquences considérées comme orphelines jusqu’a présent.

4.3.2 Evolution d’un nouveau domaine a partir d’éléments de domaines

anciens

De nombreuses analyses de la diversification des structures tridimensionnelles des domaines
ont été réalisées ces dernieres années. Elles montrent des changements graduels ou des éléments
de structure secondaire sont successivement ajoutés ou enlevés a la structure tridimensionnelle
conservée : il s’agit d’un phénomene d’embellissement des structures [Cuff ez al., 2009a; Grishin,
2001; Kim et Caetano-Anollés, 2010; Reeves et al., 2006]. Cela peut entrainer une modification
structurale majeure altérant la géométrie d’un site actif ou la conformation de surface de la pro-

téine, modifiant sa fonction.
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FIGURE 4.4 — Insertions, délétions et substitutions dans 1’évolution des structures des domaines Ross-
man Fold présents dans les protéines ATP-grasp et carboxypeptidase a zinc. (a) Carboxypeptidase A
(2cte) [Rees et al., 1983]; (b) D-Ala-D-Ala ligase (2dln) [Fan et al., 1994]; (c) biotin carboxylase (1bnc)
[Waldrop et al., 1994] ; (d) synapsin (lauv) [Esser et al., 1998] ; (e) glutathione synthase (1gsa) [ Yamaguchi
et al., 1993]. Les représentations en ruban des protéines ont été réalisées avec Bobscript [Esnouf, 1997],
une version modifiée de Molscript [KRAULIS, 1991]. Les structures ont d’abord été superposées puis sépa-
rées pour une meilleure lisibilité. Les extrémités N et C-terminal sont étiquetées. Les éléments de structure
équivalents sont colorés de la méme facon dans I’ensemble des structures. Les insertions/délétions sont re-
présentées en vert et violet. Le rouge est utilisé pour souligner certains changements structuraux. Les hélices
« et les brins 3 sont étiquetés en caractéres gras et en italique, respectivement en lettres majuscules et mi-
nuscules. La couleur de la lettre correspond a la couleur de la structure. Les fleches rouges et oranges entre
les structures symbolisent respectivement une relation évolutive avérée et une relation évolutive possible.
Les alignements de séquences basés sur les structures sont également représentés. Les numéros des pre-
miers et derniers acides aminés représentés sont donnés pour chaque protéine. La coloration et I’indexation
de I’alignement sont reportées sur les éléments de structure correspondants. Les acides aminés conservés
sont en caracteres gras. L’identifiant PDB et le nom de la protéine sont donnés en dessous de 1’alignement.
Extrait de Grishin [2001].
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Par exemple les membres de la superfamille des ATP-grasp catalysent la ligation ATP-dépendante
d’un substrat carboxylate a un groupe thiol ou amine d’un second substrat [Todd ez al., 2001]. Qua-
siment tous les membres de cette superfamille partagent trois domaines, dont deux domaines de
liaison de I’ATP qui présentent de nombreux embellissements dans les différents représentants
de la superfamille (figure 4.4b-e). La divergence structurale se répercute essentiellement sur la
périphérie de la structure notamment par 1’ajout d’une unité S (figures 4.4b et 4.4c) ou par la
substitution d’une hélice par un brin : le brin 5 "’ de la protéine glutathione synthase est to-
pologiquement similaire a 1’hélice o B de la biotin carboxylase (figures 4.4c et 4.4e) [Grishin,
2001]. La fonction des domaines embellis varie considérablement : elle inclut des carboxylases,

des synthétases et des ligases [Reeves et al., 2006].

L’analyse plus systématique des superfamilles définies dans CATH a permis de préciser les ca-
ractéristiques de ces embellissements. Le nombre de structures secondaires peut facilement varier
du simple au double entre les différents membres d’'une méme superfamille. De plus, ces change-
ments sont en général co-localisés dans la structure tridimensionnelle, résultant en une modifica-
tion structurale finale plus importante susceptible d’altérer la fonction [Reeves et al., 2006] : on
parle d’un phénomene d’accrétion de structures secondaires. Il apparait également qu’un quart des
superfamilles présentent des chevauchements structuraux avec d’autres superfamilles, ce qui sug-
gere que I’espace des repliements ressemble plutot a un espace continu dans lequel les structures
peuvent étre modifiées graduellement [Cuff er al., 2009a]. Ces modifications peuvent aller jusqu’a
un changement de classe de repliement pour les structures, quand bien méme les séquences sont
homologues. Grishin [2001] avait déja présenté ces changements de classe a partir de différents
mécanismes modifiant la structure comme les mutations ponctuelles et le phénomene d’accrétion
de structures secondaires, allant méme jusqu’a présenter le modele d’un chemin possible entre une
structure tout-3 vers une structure tout-cv. Toutes les structures intermédiaires ne sont pas retrou-
vées dans les bases de données actuelles, mais ce modele a ’avantage de présenter les principes

possibles a I’ceuvre dans 1’évolution des structures.

En introduction, j’ai présenté une vision classique de 1’évolution des protéines impliquant des
réassortiments combinatoires de modules, souvent des domaines structuraux, dans une sorte de
bricolage de modules. Dans cette these, nous avons montré que ces réassortiments de modules ne
suffisent pas a expliquer I’ensemble de la diversité des protéines, dans la mesure ou des modules

nouveaux peuvent résulter eux-mémes d’un bricolage a une échelle plus fine.

L’évolution procede comme un bricoleur qui, pendant des millions
et des millions d’années, remanierait lentement son ceuvre, la retou-
chant sans cesse, coupant ici, allongeant la, saisissant toutes les oc-
casions d’ajuster, de transformer, de créer.

Francois JACOB (1981)
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Annexe A

Notions de base sur les réseaux Bayésiens

Les notions présentées ici sont essentiellement extraites du livre de Jensen et Nielson [Jensen
et Nielson, 2007].

Un réseaux Bayésien peut étre décrit comme un réseau de causalité dont la force des liens
est représentée par des probabilités conditionnelles. Ainsi la modélisation graphique représente
la connaissance sur les variables de maniere qualitative alors que les probabilités conditionnelles
donnent une information quantitative. Cet annexe donne des précisions sur ces deux aspects fon-

damentaux des réseaux Bayésiens.

Rappels sur les probabilités associées aux réseaux Bayésiens

Le lien de cause a effet entre plusieurs variables peut-étre décrit d’un point de vue probabi-
liste a I’aide des probabilités conditionnelles, qui décrivent la force du lien entre les variables. Les
définitions et théoremes suivants présentent les notions de base associées aux probabilités condi-

tionnelles.

Notations :

e Les noms de variables sont notés en lettres majuscules (ex. A)

e Les états que peut prendre une variable sont notés en minuscule sp(A) = {ay,aq,...,a,},
avec sp(A) I’espace des états possibles de A.

e On simplifie P(A = a;) par P(a;) pour donner la probabilité de la variable A d’étre dans

I’état a;.
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On ne considere ici que les variables aléatoires discretes, ¢’est-a-dire ne pouvant prendre qu’un

nombre fini d’états.

Définition A.1. Pour une variable A pouvant prendre les états ay,as, . . . ,a,, on exprime le carac-

tere incertain de son état a travers une distribution de probabilités P(A) sur ses états :
P(A) = (21,22, ...,2,)
avec x; la probabilité de A d’étre dans [’état a;
etx; >0ety v, =1
Une distribution est dite uniforme si toutes les probabilités sont égales.

Définition A.2. On considere deux variables aléatoires discretes A et B dont les états possibles
sont respectivement sp(A) = {ay,az,...,a,} et sp(B) = {b1,bs, ... b} La probabilité condi-
tionnelle de A sachant B, P(A | B), est décrite par n - m probabilités conditionnelles P(a; | b))

qui spécifient la probabilité d’observer I’événement a; sachant b;. La propriété suivante est véri-
fiée :
n
Vb;, > Pla; | b;) =1
i=1

Théoreme A.1 (Regle fondamentale).

P(A,B) = P(A| B)P(B) (A.1)
= P(B [ A)P(A)
P(AB|C) = P(A| B,C)P(B | C) (A.2)

P(A,B) estla distribution jointe de A et B qui dans le cas de variables discrétes peut étre écrite

sous la forme d’une table (tableau A.1).

P(A,B) b1 b2
a P(ay | b1)P(by) Play | ba)P(b2)
Q9 P(CZQ | bl)P(bl) P(CLQ | bz)P(bg)

TABLEAU A.1 — Distribution de la probabilité jointe de A et B : P(A,B). La variable A peut prendre les
états a; et ao et la variable B peut prendre les états by et ba.

A partir de cette table, on peut calculer la distribution de probabilité de A, P(A) en margina-

lisant sur A, ¢’est-a-dire en excluant la variable B de la distribution jointe :
m

Va;, P(a;) = Z P(a;bj)

j=1
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Le théoreme A.l1 permet de définir la distribution de probabilités jointes d’un ensemble
U = A1,As,As,..., A, de variables aléatoires. Le théoréme suivant se démontre en appliquant ré-

cursivement 1’équation A.1.

Théoréme A.2 (Regle de chaine générale). Soit U = A, Ay, As,..., A, un ensemble de variables
aléatoires. La distribution de probabilité P(U) s’ écrit :

P(U) - P(AlaA27A3>"'aAn)
PU) = P(A, | A1,Aq,...Ay 1) P(Ap_1 | A1, Ag, Ay o). .P(As | A1) P(Ay) (A.3)

Le théoreme A.1 permet également d’écrire le théoreme de Bayes :

Théoreme A.3 (Regle de Bayes).

P(A|B)=P(B| A) il (A4)

)
P(A| B,C)=P(B|AQ) (( ©) (A.5)

Ce théoreme donne une méthode pour mettre a jour nos croyances sur A sachant que 1’on
connait I’état de B. On appelle P(A) la probabilité a priori de A alors que P(A | B) est appelée
la probabilité a postériori de A sachant B ; la probabilité P(B | A) est appelé la vraisemblance

de A. La réécriture du théoreme précédent met en évidence la proportionnalité suivante :
Loi a posteriori < Vraisemblance X Loi a priori

Je termine ces rappels avec les définitions d’indépendance et d’indépendance conditionnelle

entre deux variables aléatoires qui sont essentielles dans le cadre des réseaux Bayésiens.

Définition A.3. La variable A est indépendante de la variable B si
P(A|B) = P(A)

L’indépendance est symétrique : si A est indépendante de B alors B est indépendante de A et

P(B|A)=P(B)

Définition A.4. Les variables A et B sont indépendantes conditionnellement a C' si Va; €
sp(A), b; € sp(B) et ¢, € sp(C')

P(a; | b, c,) = Pla; | cx)
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A. NOTIONS DE BASE SUR LES RESEAUX BAYESIENS

Si A et B sont indépendantes conditionnellement a C' alors I’équation A.2 (théoréeme A.1) est

simplifiée a ’aide de la définition A.4, elle devient :

PAB|C)=PA|C)P(B|C)

Des réseaux de causalité aux réseaux Bayésiens

Les réseaux de causalité sont des graphes dirigés et acycliques dont les nceuds représentent les
variables d’intérét et les arcs les relations de dépendance, ou de cause a effet, entre ces variables.
Lorsqu’il existe un lien de A vers B alors on dit que B est le fils de A et A est le parent de B. Ces
relations peuvent étre utilisées pour suivre la maniere dont I’observation d’une variable change
la connaissance sur les autres variables. Dans un graphe simple avec seulement deux nceuds A et
B, et une relation causale de A vers B, toute information sur A modifie la connaissance sur B
et réciproquement, toute information sur B peut modifier la connaissance sur A. L’information
ne circule donc pas seulement dans le sens des fleches. Lorsque le graphe est plus complexe, la
circulation de I’information dépend du type de connexion entre les nceuds et des informations

disponibles sur ceux-ci (voir figure A.1).

Connexion en série
A cause B, B cause C

Ensoleillement Récolte Prix du blé
{ouifnon) {maigre/abondante) (bas/eleve)
Connexion convergente
A et C causent B
Salmonelle Nausée Grippe
(ouifnon) (oui/non) foui/non)

@ Connexion divergente
\=/ B cause Aet C
Humidité de  Pluie dans Humidité du

mon jardin la nuit jardin du voisin
{oui/non) (ouifnon) (ouifnon)

FIGURE A.1 — Les différents modes de connexion entre les variables d’un graphe causal. Chaque type
de connexion est présenté sur trois variables discrétes A, B et C pour lesquelles des exemples sont donnés
(les états possibles des variables sont indiqués entre parentheses).

On considere ici trois variables A, B et C' qui peuvent étre connectées selon 3 schémas dis-
tincts. Chacun d’eux est décrit dans la figure A.1 ou la variable B a une place centrale dans ces

connexions : sa connaissance modifie la circulation de I’information entre les variables A et C.
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Dans le but de simplifier I’écriture, dire que A influence B signifie que la connaissance de 1’état

de la variable A modifie les croyances sur I’état de la variable B.

e Connexion en série
Dans cette configuration, A influence B qui elle-méme influence C'. 1l est assez évident que
la connaissance de 1’état de A (resp. C) influence la connaissance sur B qui influence donc
les croyances sur C' (resp. A). Cependant, si I’état de B est connu alors la chaine est bloquée :
A et C deviennent indépendants. Par exemple, si la saison a été ensoleillée alors la récolte
sera abondante, si la récolte a €té abondante alors le prix du blé sera bas. Si 1’on sait déja que
la récolte a été abondante, alors connaitre 1’ensoleillement n’apprend rien sur le prix du blé.
Conclusion : I’information est transmise a travers une connexion en série lorsque 1’état de
la variable a l'intérieur de la connexion (B dans cet exemple) est inconnu.

e Connexion convergente
Dans cette configuration, A et C' causent B. Si aucune information n’est disponible sur B
alors A et C' sont indépendantes. Par contre, des lors que I’état de B est connu, connaitre
I’état de I’'un de ses parents influence la connaissance sur les autres causes possibles. Par
exemple, si nous ne savons rien sur 1’état nauséeux du patient alors la présence d’une infec-
tion aux salmonelles ne nous apprend rien sur I’état grippal du patient. Cependant, s’il a la
nausée alors I’information d’une infection aux salmonelles rend moins possible ’hypothese
de la grippe.
Conclusion : l'information est transmise a travers une connexion convergente seulement si
la conséquence est connue.

e Connexion divergente
Dans cette configuration, B cause A et C'. Lorsque B est connue alors A et C' sont indépen-
dants. Par exemple, si mon jardin est humide alors j’ai tendance a croire qu’il a plu cette nuit
et donc que la pelouse de mon voisin est également humide. En revanche, si je sais qu’il a
plu cette nuit, je peux affirmer que la pelouse du voisin est humide et I’information relative
a mon jardin n’y changera rien.
Conclusion : I’information est transmise a travers une connexion divergente tant que l’on ne

connait pas la cause.

On remarque que dans chacun des cas, I’information peut étre bloquée lorsque certaines in-
formations sont connues. La conséquence de ce blocage est de rendre indépendantes certaines

variables. C’est ce qu’on appelle la d-séparation.

Définition A.5. Deux variables A et B dans un réseau causal sont d-séparées (d pour “graphe
dirigé”) si pour tous les chemins entre A et B, il existe une variable intermédiaire V (différente de
A et B) telle que I'une des deux conditions suivantes est réalisée :

e [a connexion est en série ou divergente et |’état de V' est connu

e [a connexion est convergente et ni V', ni aucun des descendants de V' ne sont connus
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Ainsi, si A et B sont d-séparées, alors un changement dans la certitude de A n’a aucun effet

sur la connaissance de B.

Dans le cadre des réseaux Bayésiens, la notion de croyance sur une variable A en fonction
des autres variables du graphe est traduite en probabilités conditionnelles. Si B est le parent de A,
P(A | B) représente la force du lien entre A et B. Si C' est également un parent de A alors il faut

spécifier P(A | B,C) pour définir I’interaction entre les variables A, B et C.

La notion de d-séparation présentée ci-dessus est en lien direct avec la définition d’indépen-
dance conditionnelle (définition A.4). En effet, si deux variables A et B sont d-séparées par une
variable C' alors A et B sont indépendantes conditionnellement a C'. Ainsi, la regle de chaine

générale (théoreme A.2) est simplifiée dans le cadre des réseaux Bayésiens :
P(A, | A1,As,.. A1) = P(A,, | Pa(Ay))

La loi jointe globale est décomposée en un produit de lois locales. Cette décomposition de la
loi jointe fait des réseaux Bayésien un modele économique pour représenter les distributions de

probabilités.
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Annexe B

Données supplémentaires

Analyse de I’innovation

La figure B.1 présente les distributions des fréquences des différents types d’innovation pro-

téique par espece, en complément des figures 3.13 page 67 et 3.19 page 74.

A ProDom B Pfam-A
= " o 23 A
- [l -1 g
|
P | g B
= o |
Z 2.
5 B
& « . L
g 1
- .I - I.I .. ?
| / | A I i
=f\—/ e L e . . I'.”__
oo o2 04 08 o8 10 a0 0'2 C-.4 08 o8 10 ﬂ.E (5] o4 ae o8 L] a0 o2 o4 E.b OI!I 10
Proportion par espéce Proportion par espece

FIGURE B.1 — Distributions des fréquences des différents types d’innovation protéique par espece. Les
distributions des fréquences relatives sont reportées pour les protéines completement innovées, partiellement
innovées et réarrangées, respectivement en rouge, bleu et vert sur la base des arrangements en modules de
ProDom (A) ou de Pfam (B). Les distributions ont été calculées sur les 114 especes ancestrales et les 161

especes contemporaines procaryotes (comme schématisé sur chaque panneau).

109



B. DONNEES SUPPLEMENTAIRES

La figure B.2 présente les distributions associées aux valeurs moyennes données dans le tableau

3.7 page 75.

A Familles de protéines
-

=
T

=
o]

20

10

40

B ProDom

20 30 40

10

0o 02

50

40

04 06 08 10

Fréquences des espéces

40

20

10

o A

r T T T T 1

00 02 04 06 08 10

40

20

24

i

00 02

T T T 1

04 06 08 10

C pfam

150

50

Innovées
dans les espéces
contemporaines

50

40

1.0

Innovées
dans les especes
ancestrales (sauf LUCA)

0.8

20 30 40

10

od

1.0

Présentes
a LUCA

00 02 04 08 08

Proportions des familles présentes dans les espéces contemporaines

1.0

FIGURE B.2 — Distributions de I’ancienneté des familles représentées dans les organismes procaryotes.

Les histogrammes présentent les proportions des familles de protéines (A), de modules ProDom (B) et de

modules Pfam (C) trouvées dans les especes actuelles qui sont les plus récentes (gris clair, panneaux du

haut), qui sont intermédiaires (gris, panneaux au centre) et qui remontent a LUCA (gris foncé, panneaux du

bas). Les distributions sont calculées pour les 161 especes procaryotes.
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La table B.1 présente les résultats obtenus avec les 4 paires d’especes utilisées pour analyser le

taux d’évolution des modules ProDom nouveaux (complément de la figure 3.25, page 82).

Paires d’especes Neeuds ol sont apparus les modules Chevauchement
Methanosarcina mazai Methanosarcina 85%
Methanosarcina acetivorans + ’ancétre d’Halobacterium sp. 99%
+ I’ancétre d’ Archaeoglobus fulgidus 93%
Euryarchaeota 100%
Mycobacterium avium Mycobacterium 84%
Mycobacterium tuberculosis Corynebacterium 85%
Actinomycetales 91%
Actinobacteridae 96%
Bacteria 95%
Bacillus cereus ATCC10987 Bacillus cereus 93%
Bacillus anthracis Bacillus 88%
Bacillaceae 97%
Bacillale 95%
Bacilli-Firmicutes 96%
Bacteria 96%
Escherichia coli K12 Ancétre d’Escherichia coli + Salmonella typhi 79%
Salmonella typhi ATCC700931 + ancétre de Photorabdus, Yersinia et Erwinia 86%
Gammaproteobacteria 87%
+ ancétre des Alpha et Betaproteobacteria 91%
Proteobacteria 90%
Bacteria 95%

TABLEAU B.1 — Chevauchement entre les distributions des scores de similarité de modules ProDom

récents et anciens. Les scores de similarité ont été calculés a partir des alignements de paires de modules

orthologues dans différentes paires d’especes proches. Les modules évoluant lentement sont définis comme

ayant un score de similarité supérieur au quantile a 5% de la distribution des scores de similarité des modules

présents a LUCA. Le tableau donne la fraction des modules évoluant lentement ayant émergé dans des

nceuds de plus en plus anciens (indiqués par des points rouges sur la figure C.2, page 141). Ces proportions

ont tendance a augmenter avec la profondeur de I’arbre, rendant les estimations de 1’'innovation en domaines

plus conservatives pour les nceuds anciens.
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Répartition des innovations protéiques

Les prédictions de Pfam sur I’innovation protéique ont été comparées aux prédictions de Pro-
Dom. Les tableaux B.2 et B.3 présentent la répartition selon ProDom des protéines respectivement
prédites innovées partiellement et totalement selon Pfam. Les tableaux B.4 et B.5 présentent la
répartition selon ProDom des protéines respectivement non annotées et annotées avec les modules
Pfam. La modularité et la couverture en acides aminés de ces familles ont été mesurées. La couver-
ture correspond a la proportion moyenne d’acides aminés couverts par un module sur la séquence
consensus de la famille de protéines et la modularité est le nombre moyen de modules par archi-

tecture.

(a) Classification selon ProDom des familles de protéines prédites partiellement innovées selon Pfam.

Innovation Innovation Réar- Sans

totale partielle rangement annotation
Especes Nb familles 25 62 17 0
ancestrales Proportion 24% 60% 16% 0%
Especes Nb familles 50 105 12 2
contemporaines  Proportion 30% 62% 7% 1%

(b) Couverture et modularité selon ProDom et Pfam des différents sous-ensembles de familles de protéines.

Innovation totale  Innovation partielle = Réarrangement

Pfam ProDom Pfam ProDom Pfam ProDom

Especes Couverture 63% 79% 64% 87% T7% 82%
ancestrales Modularité 2,3 4.5 4,0 5,3 2,6 3,7
Especes Couverture  49% 2% 54% 75% 65% 67%
contemporaines  Modularité 3,6 4.4 4,0 6,2 4,1 3,6

TABLEAU B.2 — Classification et caractéristiques des protéines prédites partiellement innovées selon
Pfam. Les données de Pfam prédisent 104 (resp. 169) familles de protéines innovées partiellement dans les
especes ancestrales (resp. contemporaines). Le tableau (a) présente la répartition de ces familles en fonction
des modules ProDom. Le tableau (b) présente la couverture et la modularité moyennes dans chacun des

sous-groupes de familles décrits dans le tableau (a).
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(a) Classification selon ProDom des familles de protéines prédites totalement innovées selon Pfam.

Innovation Innovation Réar- Sans

totale partielle rangement annotation
Especes Nb familles 1398 150 113 11
ancestrales Proportion 83% 9% 7% 1%
Especes Nb familles 447 155 122 11
contemporaines  Proportion 61% 21% 17% 1%

(b) Couverture et modularité selon ProDom et Pfam.

Innovation totale  Innovation partielle = Réarrangement

Pfam ProDom Pfam ProDom Pfam ProDom

Especes Couverture 81% 90% 68% 89% 83% 89%
ancestrales Modularité 1,3 2,9 1,3 3,4 1,0 1,6
Especes Couverture 67% 84% 58% 80% 71% 81%
contemporaines  Modularité 1,3 2,0 1,3 3,5 1,1 1,5

TABLEAU B.3 — Classification et caractéristiques des protéines prédites totalement innovées selon
Pfam. Les données de Pfam prédisent 1672 (resp. 735) familles de protéines innovées totalement dans
les especes ancestrales (resp. contemporaines). Le tableau (a) présente la répartition de ces familles en fonc-
tion des modules ProDom. Le tableau (b) présente la couverture et la modularité moyennes dans chacun des

sous-groupes de familles décrits dans le tableau (a).

Innovation Innovation Réar- Sans
totale partielle rangement annotation
Especes Nb familles 7270 1627 1937 93
ancestrales Proportion 66% 15% 18% 1%
Couverture 93% 90% 90%
Modularité 1,2 2,7 1,2
Especes Nb familles 51936 7708 11150 1606
contemporaines  Proportion 72% 11% 15% 2%
Couverture 96% 90% 89%
Modularité 1,1 2,6 1,2

TABLEAU B.4 — Classification et caractéristiques des protéines sans annotation avec Pfam. Il y a 10927
(resp. 72400) familles de protéines innovées dans une espece ancestrale (resp. contemporaine) qui n’ont
aucune annotation avec Pfam. Le tableau présente la répartition de ces familles en fonction des modules
ProDom ainsi que la couverture et la modularité moyennes dans chacun des sous-groupes de familles décrits

dans le tableau.
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Innovation Innovation Réar- Sans
totale partielle rangement annotation
Especes Nb familles 2957 4870 2742 122
ancestrales Proportion 28% 45% 26% 1%
Couverture 79% 83% 80%
Modularité 2,3 3,8 1,9
Especes Nb familles 6497 11958 9125 742
contemporaines  Proportion 23% 42% 32% 3%
Couverture 71% 80% 74%
Modularité 1,5 3,7 1,8

TABLEAU B.5 — Classification et caractéristiques des protéines annotées avec Pfam. Il y a 10691 (resp.
28 322) tamilles de protéines innovées dans une espece ancestrale (resp. contemporaine) qui ont une annota-
tion avec Pfam. Le tableau présente la répartition de ces familles en fonction des modules ProDom ainsi que

la couverture et la modularité moyennes dans chacun des sous-groupes de familles décrits dans le tableau.
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Evolution des familles de protéines et de domaines

FIGURE B.3 — Evolution des répertoires des modules protéiques (A, C) et des familles de protéines
(B, D). Les diagrammes circulaires reflétent le nombre de familles inférées présentes a chaque nceud. Les
familles héritées de leur parent sont représentées par un secteur gris. Les familles gagnées pouvant étre
retrouvées dans d’autres clades sont inférées transférées horizontalement et indiquées par le secteur jaune.
Toutes les autres familles sont prédites innovées. Elles sont indiquées en rouge pour les familles de do-
maines (A, C) et en rouge, bleu et vert pour les familles de protéines qui sont respectivement complétement
innovées, partiellement innovées et réarrangées (B, D). Les familles de protéines sans annotation avec les
modules ProDom (B) et Pfam (D) sont représentées par un secteur noir. Les jeux de données de domaines
utilisés sont extraits de ProDom (A, B) et Pfam (C, D). Pour une meilleure lisibilité, I’arbre des especes a
été divisé en plusieurs sous-arbres.
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FIGURE B.3 — Evolution des répertoires des neeuds les plus anciens.
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FIGURE B.3 — Evolution des répertoires des nceuds les plus anciens.
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FIGURE B.3 — Evolution des répertoires des Eucaryotes.
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FIGURE B.3 — Evolution des répertoires des Eucaryotes.
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Annexe C

Liste des especes et arbres phylogénétiques

utilisés

TABLEAU C.1 — Liste des 170 espéces avec leur identifiant taxonomique. La coloration des différents

clades correspond a celle utilisée dans les arbres des especes présentés dans les figures C.1 et C.2

TaxID Nom TaxID Nom
_ 39152 Methanococcus maripaludis
3702  Arabidopsis thaliana 190192 Methanopyrus kandleri AV19
284811  Ashbya gossypii ATCC10895 188937 Methanosarcina acetivorans C2A
6239  Caenorhabditis elegans 192952  Methanosarcina mazei Gol
7227 Drosophila melanogaster 187420 Methanothermobacter thermautotrophicus
9606 Homo sapiens 228908 Nanoarchaeum equitans Kin4-M
10090  Mus musculus 263820  Picrophilus torridus DSM9790
36329 Plasmodium falciparum 3D7 13773  Pyrobaculum aerophilum
4932  Saccharomyces cerevisiae 272844  Pyrococcus abyssi GES
284812  Schizosaccharomyces pombe 972h- 186497  Pyrococcus furiosus DSM3638
Archeae 70601  Pyrococcus horikoshii OT3
272557  Aeropyrum pernix K1 2287  Sulfolobus solfataricus
224325  Archaeoglobus fulgidus DSM4304 273063  Sulfolobus tokodaii str.7
64091 Halobacterium sp. NRC-1 273075 Thermoplasma acidophilum DSM1728
243232  Methanocaldococcus jannaschii 273116  Thermoplasma volcanium GSS1
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C. LISTE DES ESPECES ET ARBRES PHYLOGENETIQUES UTILISES

TaxID Nom TaxID Nom
_ 243273  Mycoplasma genitalium G37
224324  Aquifex aeolicus VF5 267748 Mycoplasma mobile 163K
190304  Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 272632 Mycoplasma mycoides PG1
117  Pirellula sp. 272633 Mycoplasma penetrans HF-2
243274  Thermotoga maritima MSB8 272634 Mycoplasma pneumoniae M 129
R 272635 Mycoplasma pulmonis UAB CTIP
1299  Deinococcus radiodurans 262768  Onion yellows phytoplasma OY-M
262724  Thermus thermophilus HB27 273068 Thermoanaerobacter tengcongensis MB4
I 23119 Ureaplasma parvum ATCC700970
224326  Borrelia burgdorferi B31 _
267671 Leptospira interrogans icterohaemorrhagiae 261594  Bacillus anthracis Ames Ancestor
189518  Leptospira interrogans lai 222523  Bacillus cereus ATCC 10987
243275 Treponema denticola ATCC35405 226900 Bacillus cereus ATCC 14579
243276  Treponema pallidum Nichols 272558 Bacillus halodurans C-125
I 24308 Bacillus subilis 168
243161 Chlamydia muridarum Nigg 281309  Bacillus thuringiensis ser. konkukian 97-27
272561  Chlamydia trachomatis D-UW-3-CX 226185 Enterococcus faecalis V583
227941 Chlamydophila caviae GPIC 257314  Lactobacillus johnsonii NCC 533
115713  Chlamydophila pneumoniae CWL029 220668 Lactobacillus plantarum WCFS|
264201  Protochlamydia amoebophila UWE25 272623  Lactococcus lactis 111403
Bacteroidetes 272626 Listeria innocua Clip11262
226186 Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 169963  Listeria monocytogenes 1/2a
194439  Chlorobium tepidum TLS 265669 Listeria monocytogenes 4b
242619  Porphyromonas gingivalis W83 221109  Oceanobacillus iheyensis HTE831
282458  Staphylococcus aureus strain MRSA252
251221  Gloeobacter violaceus PCC7421 282459  Staphylococcus aureus strain MSSA476
103690  Nostoc sp. PCC7120 158878  Staphylococcus aureus strain Mu50
167539  Prochlorococcus marinus CCMP 1375 196620  Staphylococcus aureus strain MW?2
74547  Prochlorococcus marinus MIT 9313 158879  Staphylococcus aureus strain N315
59919  Prochlorococcus marinus subsp. pastoris 176280  Staphylococcus epidermidis ATCC12228
32046  Synechococcus elongatus 211110  Streptococcus agalactiae I1I
84588  Synechococcus sp. WH8102 208435  Streptococcus agalactiae V
1148  Synechocystis sp. PCC6803 210007  Streptococcus mutans UA159
171101  Streptococcus pneumoniae ATCC BAA-255
272562  Clostridium acetobutylicum ATCC824 170187  Streptococcus pneumoniae TIGR4
195102  Clostridium perfringens 13 198466  Streptococcus pyogenes MGAS315
212717  Clostridium tetani E88 186103  Streptococcus pyogenes MGAS8232
233150 Mycoplasma gallisepticum R 160490  Streptococcus pyogenes SF370
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TaxID Nom TaxID Nom
Actinobacteridae 83333  Escherichia coli K12
206672  Bifidobacterium longum NCC2705 83334  Escherichia coli O157 :H7
257309  Corynebacterium diphtheriae NCTC13129 217992  Escherichia coli O6
196164  Corynebacterium efficiens YS-314 233412 Haemophilus ducreyi 35000HP
196627  Corynebacterium glutamicum ATCC13032 71421 Haemophilus influenzae RAKW20
281090 Leifsonia xyli CTCBO7 272843  Pasteurella multocida str.Pm70
262316 Mycobacterium avium K-10 74109  Photobacterium profundum
272631 Mycobacterium leprae 243265 Photorhabdus luminescens
83332  Mycobacterium tuberculosis 208964 Pseudomonas aeruginosa PAO1
267747 Propionibacterium acnes KPA171202 160488 Pseudomonas putida KT2440
227882  Streptomyces avermitilis MA-4680 223283  Pseudomonas syringae DC3000
100226  Streptomyces coelicolor A3-2 209261 Salmonella enterica Typhi Ty2
203267 Tropheryma whipplei Twist 99287  Salmonella typhimurium LT2
218496  Tropheryma whipplei TW08-27 211586  Shewanella oneidensis MR-1
I 5204 Shigella flexner 2astr.301
959  Bdellovibrio bacteriovorus 243277  Vibrio cholerae N16961
518 Bordetella bronchiseptica 223926  Vibrio parahaemolyticus RIMD2210633
257311 Bordetella parapertussis 12822 216895  Vibrio vulnificus CMCP6
520 Bordetella pertussis 196600  Vibrio vulnificus YJO16
192222  Campylobacter jejuni NCTC11168 36870 Wigglesworthia glossinidia
243365 Chromobacterium violaceum ATCC 12472 183190 Xylella fastidiosa ATCC 700964
882  Desulfovibrio vulgaris 160492  Xylella fastidiosa 9a5c
243231  Geobacter sulfurreducens PCA 190486  Xanthomonas axonopodis
235279  Helicobacter hepaticus ATCC51449 190485 Xanthomonas campestris
85962  Helicobacter pylori ATCC 700392 214092  Yersinia pestis CO92
85963 Helicobacter pylori J99 _
122587  Neisseria meningitidis A 176299  Agrobacterium tumefaciens str. C58
122586  Neisseria meningitidis B 38323 Bartonella henselae
228410 Nitrosomonas europaea ATCC 19718 283165 Bartonella quintana str. Toulouse
267608 Ralstonia solanacearum GMI1000 224911  Bradyrhizobium japonicum USDA 110
273121  Wolinella succinogenes DSM 1740 224914  Brucella melitensis 16M
Gammaprotéobactéries 204722  Brucella suis 1330
62977  Acinetobacter sp. ADP1 190650 Caulobacter crescentus CB15
203907 Candidatus Blochmannia floridanus 266835 Mesorhizobium loti MAFF303099
227377  Coxiella burnetii 258594  Rhodopseudomonas palustris CGA009
107806  Buchnera aphidicola Acyrthosiphon pisum 272944  Rickettsia conorii
224915 Buchnera aphidicola Baizongia pistaciae 272947  Rickettsia prowazekii
198804  Buchnera aphidicola Schizaphis graminum 266834  Sinorhizobium meliloti 1021
218491 Erwinia carotovora 66077 Wolbachia sp.
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FIGURE C.1 — Arbre phylogénétique des 170 especes extrait du NCBI. Cet arbre a été utilisé dans 1’ana-
lyse de la méthode des réseaux Bayésiens du chapitre 2.

|
I

140



|
i

.

% |

\
i

if
|
Fﬁ
i

%
I

- Erwnin

\

|
i
*

i
|
|
#3¢

i
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Cet arbre a été utilisé dans I’analyse de I’évolution des protéines modulaires (chapitre 3). Les nceuds cerclés
de rouge correspondent a ceux utilisés dans 1’analyse des taux d’évolution de nouveaux modules ProDom
(section 3.6.1, page 80).
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Modification de I’arbre des especes

L’arbre de la taxonomie du NCBI présente de nombreuses polytomies pour lesquelles des ré-
solutions partielles ou totales ont été proposées dans la littérature et sont aujourd’hui globalement

admises. Les sous-arbres suivants ont été modifiés :

e Bilateria : choix de I’hypothese Ecdysozoa [Holton et Pisani, 2010; Philippe et al., 2005]
(regroupant Drosophila melanogaster et Caenorhabditis elegans) plutdt que 1’hypothese
Coelomata [Wolf et al., 2004] (ou Drosophila melanogaster est le groupe frere des Euar-
chontoglires).

e Archées : les regroupements effectués dans les sous-arbres des Thermoprotéi et des Euryar-
chaeota se basent sur la phylogénie de Brochier et al. [2005].

e | es modifications apportées dans les sous-arbres bactériens des Protéobactéries et des Firmi-
cutes viennent de Ciccarelli ef al. [2006], les cv-Protéobactéries ont ét€ modifiées a 1’aide de
la phylogénie de Boussau ef al. [2004], quant aux Actinobactéries et aux Cyanobactéries, les

modifications proviennent de communications personnelles non publiées de Sophie Abby.
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Abstract

Background: Comparative genomics is a central step in many sequence analysis studies, from
gene annotation and the identification of new functional regions in genomes, to the study of
evolutionary processes at the molecular level (speciation, single gene or whole genome
duplications, etc.) and phylogenetics. In that context, databases providing users high quality
homologous families and sequence alignments as well as phylogenetic trees based on state of the

art algorithms are becoming indispensable.

Methods: We developed an automated procedure allowing massive all-against-all similarity
searches, gene clustering, multiple alignments computation, and phylogenetic trees construction
and reconciliation. The application of this procedure to a very large set of sequences is possible

through parallel computing on a large computer cluster.

Results: Three databases were developed using this procedure: HOVERGEN, HOGENOM and
HOMOLENS. These databases share the same architecture but differ in their content.
HOVERGEN contains sequences from vertebrates, HOGENOM is mainly devoted to completely
sequenced microbial organisms, and HOMOLENS is devoted to metazoan genomes from Ensembl.
Access to the databases is provided through Web query forms, a general retrieval system and a
client-server graphical interface. The later can be used to perform tree-pattern based searches
allowing, among other uses, to retrieve sets of orthologous genes. The three databases, as well as
the software required to build and query them, can be used or downloaded from the PBIL (Pdle

Bioinformatique Lyonnais) site at http://pbil.univ-lyon| fr/.
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Background

HOVERGEN, a database devoted to homologous gene
families in vertebrates [1,2] has been first released in
1994. The motivation to develop this database was to
build a system allowing to do large-scale comparative
genomic studies on vertebrates. HOVERGEN allows to
retrieve sets of orthologous genes in order to do evolu-
tionary studies on gene families [3-12].

Two other systems based on the same architecture: HOG-
ENOM and HOMOLENS are presented here. HOGENOM
contains homologous gene families from all available
complete genomes from bacteria, archaea and unicellular
eukaryotes, plus some representative plants and animals.
HOMOLENS contains gene families from complete ani-
mal genomes found in Ensembl [13]. In the three data-
bases, after family assembly, protein sequences are
aligned and the alignments produced are used to build
phylogenetic trees. Those two steps are realized through
an automated procedure.

These databases are structured under the ACNUC
sequence database management system [14]. Access to
these databases is possible through different implementa-
tions of the ACNUC libraries. The first one is the Web
server available at PBIL [15]. The second one is the pro-
gram Query, a retrieval system allowing to query local or
remote ACNUC databases [16]. Lastly, a graphical inter-
face named FamFetch allows to retrieve families and dis-
play associated data [17,18]. This program allows to
perform pattern searches on the phylogenetic trees
through a pattern-matching algorithm. This feature is
especially helpful to retrieve sets of orthologous
sequences, but also for any kind of studies involving the
detection of phylogenetic profiles.

Materials and methods

Data harvesting and pre-processing

For the three systems, two ACNUC databases are built,
one for the protein sequences and one for the correspond-
ing nucleotide sequences. Protein sequences are stored in
UniProtKB format [19] while nucleotide sequences are
stored in EMBL format [20]. To build those databases, the
sequences are gathered from different sources. In the case
of HOVERGEN, protein sequences represent the primary
source of information, and they are taken from UniProt.
Nucleotide sequences are taken from EMBL, using the
cross-references provided in UniProt. For HOMOLENS,
nucleotide annotated sequences come from Ensembl and
protein sequences are generated from the corresponding
Coding DNA Sequences (CDS) described in Ensembl
annotations. In the case of HOGENOM, data sources are
represented by various nucleotide sequence collections
that are used in a hierarchical manner. Sequences from
Genome Reviews [21] are used first and then supple-

http://www.biomedcentral.com/1471-2105/10/S6/S3

mented with various systems such as Ensembl, the NCBI
microbial data repository and complete genomes collec-
tion, the European Bioinformatics Institute (EBI) com-
plete genome data, sequences from the Joint Genome
Institute (JGI), the Sanger Institute and the John Craig
Venter Institute (JCVI). The CDS from these collections
are translated, using the adequate genetic code and read-
ing frame, to generate the corresponding protein
sequences except when alternative splicing occurs. In this
case only the longest CDS is translated. Annotations of the
CDS are analysed to get information related to protein
annotations. When cross-references to UniProt are found,
UniProt entries are scanned to get information on func-
tion, product and bibliography to improve the annota-
tions. The UniProt identifier is inserted into the
annotations as a keyword and the UniProt accession
number is inserted as a secondary accession number.

Inconsistencies or lack of precision in the taxonomic
information present in some source databases are cor-
rected, mostly in HOGENOM. In HOVERGEN, UniProt
and EMBL sequence names and accession numbers are
used. In HOGENOM and HOMOLENS, devoted to com-
plete genomes, entries are renamed to directly provide
information about the species identity and the location of
genes in chromosomes. For nucleotide sequences, the first
two letters of the genus, the first three letters of the species,
a number identifying the strain, and another identifying
the replicon, the chromosome, or the organelle make up
sequence names. For each individual CDS, a suffix con-
taining the two letters "PE" (for peptide) followed by its
rank number in the replicon is added to the containing
sequence's name. For example, ESCOL2_1.PE76 and
ESCOL2_2.PE3371 correspond respectively to the
sequence of the tral gene on plasmid F and the sequence
of the glgX gene on the chromosome of Escherichia coli
K12. For protein sequences, the same naming is
employed, except that the CDS rank number is integrated
in the sequence name (e.g., ESCOL2_1_PE76 for the
above mentioned tral gene). Note that original accession
numbers are conserved and added to sequence annota-
tions so that the coherence with original data source is
conserved.

Clustering algorithm

To build families, a similarity search of all proteins against
themselves, after filtering low complexity regions with
SEG [22], is performed with the BLASTP2 program [23],
the BLOSUMG62 amino-acid similarity matrix [24], and a
threshold of 10-4 for BLAST E-values. The Build_Fam pro-
gram is used to cluster protein sequences into families.
This program filters BLAST output in order to remove
Homologous Segment Pairs (HSPs) that are incompatible
with a global alignment (Figure 1). For complete protein
sequences, two sequences in a pair are included in the
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Removal of incompatible HSPs. For each couple of
homologous sequences found by BLASTP, HSPs that are
incompatible with a global alignment are removed. In this
example, segments S/ and S2 are compatible, but segments
$3 and $4 are not. They are therefore ignored by further
computations on similarity measures which allow one to clas-
sify (or not) these two sequences in the same family.

same family if remaining HSPs cover at least 80% of the
protein length and if their similarity is over 50% (two
amino-acids are considered similar if their BLOSUMG62
similarity score is positive). This couple of parameters will
be denoted by 50/80 below.

Build_Fam uses a simple transitive link to build families.
It means that if the pair of sequences {A, B} matches the
conditions to be integrated in the same family and if the
pair {A, C} also matches them, then sequences A, B and C
will be clustered together, even if the pair {B, C} does not
match the conditions. Once families of complete protein
sequences are built, partial sequences are included in the
classification. A partial sequence having similarity with a
complete protein is included in a family if it fulfils the two
conditions required for a complete sequence and if its
length is 2100 amino-acids or 250% of the length of the
complete protein. When several families can be associated
with a partial sequence, the sequence is included in the
family that presents the complete sequence with the high-
est similarity.

Extensions of sequence annotations

Further sequence annotations are created after the cluster-
ing step. For protein sequences, a family identifier is
added in the "CC" field. In the case of nucleotide
sequences, this information is added in a "/gene_family"
qualifier associated to each CDS. In both cases, this iden-
tifier is incorporated in the keywords associated to the cor-
responding entries in the ACNUC structure. It is thus
possible to retrieve all the sequences in a family with this
number when using any of the retrieval systems devel-
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oped for our three databases. Some supplementary fea-
tures corresponding to descriptions of non-coding regions
are also introduced in the nucleotide sequences:
"INT_INT" for internals introns (i.e., within CDS),
"5'NCR" for 5' non-coding regions, and "3'NCR" for 3'
non-coding regions (i.e., regions respectively upstream
and downstream of annotated CDS, including UTRs and
intergenic regions). Those supplementary features define
what we call sub-sequences [14] which can be selected
and extracted from the databases in the same way as CDS
or structural RNAs.

Alignments and phylogenetic trees

Once the families are built, multiple alignments are com-
puted on protein sequences using MUSCLE [25] with all
default parameters. Alignments are filtered with Gblocks
[26] in order to keep only their reliable parts. Based on
our experience, Gblocks is used with parameters corre-
sponding to relaxed conditions, in agreement with Talav-
era and Castresana [27]. Phylogenetic trees are computed
with the fast maximum-likelihood algorithm imple-
mented in PhyML [28], the JTT amino acid substitution
model [29], and across-site rate variation modelled by a
gamma distribution with four rate classes. Estimation of
the « parameter for gamma distributions is carried out by
PhyML. Internal branch support is estimated using the
approximate Likelihood Ratio Test (aLRT) available in
PhyML [30]. Due to the amount of time and memory
required by computations on large families, alignments
and tree computations were limited to families up to
1,000 sequences in HOVERGEN and up to 2,000
sequences in HOGENOM and HOMOLENS.

Tree reconciliation

All individual phylogenetic trees are reconciled with a spe-
cies tree using the program RAP [18]. The reconciliation
consists in the comparison of a gene tree with a species
tree. When inconsistencies are detected between the two,
they are explained by the presence of duplication events
followed by selective losses in different lineages (Figure
2). The reference species tree used is the one provided by
the NCBI taxonomic database http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=taxonomy. Dur-
ing this process, some annotations are added to the recon-
ciled trees. Those annotations consist in taxonomic data
(i.e., species names) and cross-references to the CDS cor-
responding to the protein sequences used to build the
trees. Trees are rooted using the same reconciliation pro-
cedure. The root is placed to maximize the similarity
between the gene tree and the species tree. All possible
positions of the root in the gene tree are explored, and the
one that requires the minimal number of gene duplica-
tions is retained. Tree reconciliation is used for HOVER-
GEN and HOMOLENS but not for HOGENOM because
RAP does not model Horizontal Gene Transfers (HGTs),
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Tree reconciliation between a gene tree G and a species tree S showing different topologies. The result is the rec-
onciled tree R. R is a variation of S, in which duplication nodes have been inserted in order to explain incongruence with G.

which are thought to be an important source of phyloge-
netic inconsistencies in prokaryotes [31-33].

Evaluation of clustering criteria

The efficiency and reliability of our clustering algorithm
was assessed through a comparison with alternative
approaches. We selected all the 219,951 protein
sequences from 50 complete genomes including a panel
of bacterial, archaeal and eukaryotic species in HOG-
ENOM. For Build_Fam, three similarity/length-percent-
age combinations were experimented: the above-
mentioned 50/80 and also the 40/80 and 40/90 combina-
tions. We also applied the OrthoMCL and TribeMCL clus-
tering programs on the same dataset. OrthoMCL is used to
build the OrthoMCL-DB database [34]. This approach
attempts to use evolutionary concepts such as orthology
(i.e., divergence after speciation events) and paralogy (i.e.,
divergence after duplication events) to enforce a lower
weight to paralogous relationships during the MCL clus-
tering procedure [35]. This algorithm uses an inflation
parameter (I) which regulates the cluster tightness. The
default value for OrthoMCL is I = 1.5, but we also exam-
ined its behaviour with I = 1.1 and 4.0. TribeMCL is the
algorithm used to build Tribes [36], and it is based on a
similarity criterion provided by the user. Two different
similarity criteria for TribeMCL were used: i) the simple
BLAST E-value; and ii) our own score, Tribe(HSP), defined
as:

N

: (HSPy )
Tribe(HSP,, ) = —_—
11 e( xy) aqugP max( Sxx—syy )

where x and y are two homologous protein sequences,
s(HSP,,) is the BLAST bit score for an HSP in an ordered
list of HSPs found between x and y, and s, is the BLAST bit
score between sequence z and itself. The value given to the
inflation parameter for MCL in this case was the default
one (I = 2).

The desired properties of a clustering algorithm for phylo-
genetic database reconstruction are twofold: first, the
algorithm should be able to cluster homologous
sequences from divergent organisms; second, the result-
ing alignments should nevertheless remain of high qual-
ity. After clustering, families based on each algorithm
were aligned using MUSCLE with default parameters. To
estimate the quality of alignments, six subsets of families
were considered for each clustering algorithm: three con-
taining all families with 10, 25 and 50 sequences, and
three containing all families of 10, 25 and 50 species. The
quality of alignments was assessed using two approaches:
the NorMD index [37] which computes a similarity score
over the entire alignment based on amino acid similarity
(measured with PAM250 in this study); and Gblocks fil-
tering [26] which we used as a measure of the number of
gaps introduced in the alignment. When NorMD > 0.5,
the alignment is considered to be of good quality [37]. For
Gblocks, the higher the percentage of sites conserved after
filtering, the better the alignment. We used the default
parameters for Gblocks (all gaps are removed), and we
considered empirically that the alignments were of good
quality if the percentage of conserved sites was >50%.
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Databases access

As of October 2008, HOGENOM and HOMOLENS gather
the information of complete genomes from respectively
513 and 41 species, while HOVERGEN contains 415,383
vertebrate proteins, and these three databases are regularly
updated. They all provide high quality alignments and
phylogenetic trees that can be queried and downloaded
using a wide variety of tools, allowing to perform from
very simple text searches to complex queries. Contents in
terms of sequences and families for the present releases of
the three databases are given in Table 1.

Web services

Sequences and families can be selected and retrieved via
the PBIL server http://pbil.univ-lyon1.fr/. This server pro-
vides convenient and flexible web forms for selecting
sequences and families by many different criteria in sev-
eral databases [38], including the general repository col-
lections such as Ensembl, UniProt, GenBank [39] or
EMBL. The core of the service is represented by the WWW-
Query application [15]. The corresponding form allows
the combination of up to four criteria to retrieve
sequences or gene families. Among the allowed criteria
are: sequence names, accession numbers, keywords, taxo-
nomic data, organelle, molecule type (CDS, RNA, or the
supplementary features described in the Extensions to
sequence annotations section), bibliographical refer-
ences, date of insertion in the repository collections. Each
time a query is performed, the list of matching sequences
is stored on the server, and it is possible to re-use previ-
ously created lists to refine queries. The Quick Search form
represents a simpler version of this application. With this
form, the user enters only a string corresponding to a
sequence name, an accession number, a keyword or a spe-
cies name, and all the sequences or families associated to
a criterion matching the string will be sorted. Note that
the use of wildcard for fuzzy searches is allowed with both
WWW-Query and Quick Search.

The Cross Taxa application gives access to a family
retrieval system based on taxonomic criteria. It allows to
retrieve gene families that are shared by a first set of taxa
and (optionally) that are not present in a second set of
taxa. Any taxonomic level can be used and mixed to com-

http://www.biomedcentral.com/1471-2105/10/S6/S3

pose the query (e.g., Homo sapiens, Mammalia, Metazoa).
For example it is possible to retrieve all gene families spe-
cific to a toxic bacterial strain, all gene families present in
human but not in rodents, or all metazoan-specific gene
families.

Alignments can be displayed on static HTML pages with
several colouring options and they can be edited in order
to visualize only a subset of sequences (Figure 3). Alterna-
tively they can be visualised with the JalView applet [40]
or downloaded on local disk. Phylogenetic trees are dis-
played as a clickable Portable Network Graphics (PNG)
picture generated with Perl modules [41] and coloured
according to taxonomy. Several displaying options are
available, allowing to visualize species names, sequence
name. Alternatively, trees can be visualised with the ATV
applet [42] or downloaded.

Standard BLAST similarity searches can be performed on
the three databases, but it is also possible to use a specific
tool named HoSeql [43]. With HoSeq], instead of simply
identifying the sequences in a database that are the most
similar to a query sequence, the application identifies the
most similar family. Then the query sequence is integrated
into this family and the corresponding alignment and tree
are recomputed on the fly. For that purpose, a panel of dif-
ferent multiple alignment and tree building programs is
proposed to the user. Especially, it is possible to use pro-
file alignments algorithms instead of performing de novo
complete alignments. Therefore, the complete identifica-
tion process can be very fast. Again, alignments and trees
can be visualized on static HTML pages or through the use
of JalView and ATV applets.

Lastly, note that HOVERGEN and HOGENOM families
and phylogenetic trees can be directly accessed from the
UniProt Web site http://www.uniprot.org/uniprot,

through cross-references of the "Phylogenomic databases"
field.

ACNUC remote connection

The ACNUC database system handles any sequence col-
lection structured with the GenBank, EMBL or UniProt
flat file formats. Recently, network access to ACNUC data-

Table |: Databases content for HOVERGEN, HOGENOM and HOMOLENS.

HOVERGEN HOGENOM HOMOLENS
Proteins 415,383 2,142,639 672,064
CDS 613,473 2,128,552 892,572
Genomic sequences 541,405 135,105 178,069
Families 16,673 147,586 23,155
Orphans 24,234 (5%) 397,545 (18%) 90,953 (13%)

Proteins associated to a family
Unclassified partial sequences

311,647 (75%)
79,502 (19%) - -

1,742,390 (81%) 579,620 (86%)
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Multiple alignments and phylogenetic trees visualization through the PBIL Web interface. In this exemple, the
alignment is displayed with the JalView applet and the phylogenetic tree is displayed with the ATV applet.

bases has been achieved by the definition and implemen-
tation of a remote ACNUC access protocol that governs
information exchanges between the PBIL and remote cli-
ents [16]. This protocol uses a TCP/IP socket connection
to a dedicated server and makes retrieval operations to
remote ACNUC databases nearly as fast as to local data-
bases with usual academic Internet connections.

HOVERGEN, HOGENOM and HOMOLENS can be
accessed with two client programs: Query_win with a
graphical user interface, and raa_query with a command-
line interface. The latter is useful in a scripting context,
possibly to repeatedly execute fixed retrieval operations.
Both of them allow to compose complex queries involv-
ing multiple criteria, extraction of sequences and sub-
sequences into local files, and access to keywords and tax-
onomic data browsers. Query_win executables are availa-
ble for major computing platforms, therefore most
Internet-connected computers can run an ACNUC client
and access the PBIL databases.

The remote ACNUC access protocol has also been inter-
faced with two programming languages, C and Python,
and the widely used statistical computing environment R
[44]. Therefore, it is possible for users to write their own
programs in any of these languages in order to access
ACNUC databases. Furthermore, the R binding is
included into an official R package called seqInR [45].
This package provides various tools for statistical and evo-
lutionary analyses of biological sequences and access to
the very large set of libraries available in the R environ-
ment.

FamFetch interface

FamPFetch is a Java client allowing to access sequence data,
as well as the alignments and trees present in HOVER-
GEN, HOGENOM and HOMOLENS [17]. Starting from
the main window of the interface it is possible to access
the whole list or a personal subset of families and to make
queries to retrieve those matching specific criteria (Figure
4). An equivalent of the Cross Taxa application is also
implemented. After selection of a family, the correspond-
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Three different frames of the FamFetch interface. Frame (a) is an interactive editor that allows users to build any pat-
tern, node by node and leaf by leaf. Here the pattern entered allows to detect families in which an eukaryotic species is placed
within a clade of bacterial species. Frame (b) allows to choose between tools to use in the editor. Tools surrounded by dark
grey are those that use the gene duplication predictions, and can be avoided if the user does not want to trust this information.
Frame (c) is the tree display. In this frame, sequence are displayed using a colour code corresponding to the taxonomy.

ing phylogenetic tree is displayed in the tree window. In
this tree, sequences are coloured using a code reflecting
the taxonomic position of the corresponding species. A
choice of four different editable colouring schemes is pro-
posed to the user. The tree display is active, with options
of re-rooting, node swapping, subtree selection or zoom-
ing. Clicking on leaves allows users to visualize the entries
from UniProt and EMBL or the alignment of the selected
sequences.

A major feature of FamFetch is the possibility to retrieve
families showing specific tree patterns [18]. The interface
integrates a tree pattern editor allowing to define a pattern
that will be searched in the set of phylogenetic trees. After
the pattern matching operation, the main frame of Fam-
Fetch displays the list of matching families. The results can
be saved in a file, each pattern being numbered and
described with its gene list. Thanks to the possibility to
introduce duplications and/or taxonomic data constraints
in search patterns, it is possible to easily detect ancient
gene duplications or to select orthologous genes. For that
purpose, the user only needs to build a pattern in which
duplications are forbidden. The whole tree pattern search
operation really makes sense with the tree reconciliation
performed with RAP. Indeed, with reconciled trees, even
hidden paralogies due to duplications followed by gene
losses in some lineages are taken into account in the pat-
tern search process.

The use of the tree pattern matching algorithm to retrieve
sets of orthologous genes has been previously described
[18]. The approach to orthology inference implemented
by the RAP tree pattern matching algorithm is very differ-
ent from that used by most other systems such as COGs
[46], OrthoMCL-DB [47] or Inparanoid [48], and is the
only one based on phylogenetic analysis. But this tool can
be also used for other purposes, and in the case of HOG-
ENOM, it is possible to search for genes that may have
been obtained by HGT in some species. HGTs are known
to be an important driving force in prokaryotes evolution
[31-33], and the question of their detection has raised a
lot of methodological problems [49-51]. It is generally
admitted that the phylogenetic methods (i.e., the meth-
ods based on the use of phylogenetic trees) are the most
efficient ones to identify HGTs [50-52]. In order to detect
transfers with a database like HOGENOM, the simplest
thing to do is to search for anomalous patterns in trees, for
instance patterns that are violating the monophyly of a
well-established group of species.

A possible example of search of this kind is summarized
in Figures 4 and 5. In this search, the pattern entered
allows to detect families in which an eukaryotic species is
placed within a clade of bacterial species (Figure 4). When
performed on the release 4 of HOGENOM (February
2008), this search returns 1,304 trees, two of which are
shown in Figure 5. Many of these patterns represent prob-
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Exemple of trees containing anomalous patterns involving eukaryotes and bacteria. A search on the pattern
shown in Figure 4 has been performed on HOGENOM release 4, and this search returned a total of 1,304 families. Two trees
taken among the 1,304 are shown in this figure. Family HBG082165 (a) corresponds to a conserved hypothetical protein, and
it shows a S. cerevisiae sequence among Lactobacillales species. Family HBG459980 (b) corresponds to the 3-phosphoshikimate
| -carboxyvinyltransferase enzyme, and it shows a G. gallus sequence among Proteobacteria species. Values of the aLRT test are
given for the internal branches, and only values with a P > 80% are shown.

able contaminations rather than real HGTs, an example of
this being the presence of Gallus gallus among Proteobac-
teria sequences in HBG459980 family. More plausible is
the case of family HBG082165 that shows a possible HGT
of a gene encoding an hypothetical protein from a Lacto-
bacillales species to the yeast Saccharomyces cerevisiae.

Programs and data availability

All software, and databases can be freely used and/or
downloaded from the PBIL server at http://pbil.univ-
lyon1.fr. Executable files for Windows, MacOSX, Linux
X86 and Solaris of the graphical interface version of Query
are distributed, as well as standard C sources for the com-
mand-line version. For the FamFetch and RAP programs,
Java sources as well as their compiled classes are provided.
For the databases, ACNUC index tables, sequence files in
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Table 2: Clustering results for Build_Fam, OrthoMCL and TribeMCL
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Build_Fam Ortho_MCL Tribe_MCL
Parameters 50/80 40/80 E-value HSP 1.5 4.0 E-value HSP
Nb. clustered seq. 119222 144956 157993 186779 171129 169507 157993 186779
% clustered seq. 54% 66% 72% 85% 78% 77% 72% 85%
Nb. families 20706 17043 19608 19344 23966 31343 19608 19344
Avg. seq./family 5.76 851 8.06 9.66 7.14 5.41 8.06 9.66
Families > 1000 | 6 | | 0 0 | |
Largest family 1580 2642 1121 1185 479 281 1121 1185
Families sp. = | 10359 (50%) 8050 (47%) 8379 (43%) 6735 (35%) 7828 (33%) 10134 (32%) 8379 (43%) 6735 (35%)
Families sp. = 50 13 (0.6%0) 34 (2%0) 19 (1%o0) 30 (1.6%o0) 27 (1.1%o0) 5 (0.2%o0) 19 (1%0) 30 (1.6%o)
Familles sp. > 25 504 (2.4%) 620 (3.6%) 630 (3.2%) 744 (3.9%) 734 (3.1%) 554 (1.8%) 630 (3.2%) 744 (3.9%)

The parameters used for the algorithms correspond to the similarity/length combination in the case of Build_Fam, to the inflation parameter in the
case of OrthoMCL, and to the two scores used in the case of TribeMCL. The three last lines give the number and percentage of families containing
only one species (sp. = I), 50 different species (sp. = 50), and at least 25 different species (sp. > 25).

EMBL and UniProt format, alignments in Clustal format
[53], and trees in Newick format [54] are provided. The
seqInR package is available from any Comprehensive R
Archive Network (CRAN) mirror. All data used to estimate
the reliability of Build_Fam and its comparison with other
clustering algorithms can be downloaded at ftp://

pbil.univ-lyon1.fr/pub/datasets/BMC2009/ .

Results and discussion

Tree reconciliation

The main originality of our system is the possibility to
make queries using tree patterns, as this allows users not
only to search for orthologs but also for HGTs, gene dupli-
cations or any phylogenetic profile of interest. Also, it is
possible to perform tree pattern searches on reconciled or
non-reconciled databases, the only difference being that
duplications need to be described explicitly by the user in
a non-reconciled database.

Clustering algorithm

The comparison of clustering methods revealed that dif-
ferent approaches have different desirable properties. An
ideal algorithm for building phylogenetic tree databases
would be fast, producing high quality alignments while
maximizing species representation in protein families. In
terms of speed, Build_Fam indisputably outperformed
both TribeMCL and OrthoMCL (respectively less than an
hour, 3 hours and 41 hours to cluster 219,951 sequences
on a Sun Fire 880, UltraSparc-111, 8 x 900 MHz CPUs, 28
Gbytes RAM). In the clustering procedure, OrthoMCL and

TribeMCL always cluster a significantly larger fraction of
sequences than Build_Fam with respectively 77-78% and
72-85% against 54-58%, depending on the parameters
used for each program (Table 2). As expected, when the
Build_Fam similarity threshold is made less stringent, the
number of families generated decreases while the average
number of sequences per family increases. This average
number of sequences per family is usually low because
many families have a small number of sequences. An
important difference is the fact that Build_Fam and
TribeMCL have a tendency to generate a small number of
very large families (containing >1,000 sequences), in con-
trast with OrthoMCL. Overall the clustering criteria
appear more stringent in Build_Fam, and therefore the
proportion of families that include representatives from
more than one kingdom is lower (Table 3). Furthermore
when the number of species represented in a family
grows, Build_Fam tends to have more sequences per spe-
cies, and thus to have more redundancy than OrthoMCL
(excepted for I = 1.1). The tendency of reducing redun-
dancy in families is a build-in characteristic of the
OrthoMCL algorithm and is therefore not surprising. It
may not, however, be a desirable property for the present
databases.

Although it detected less universal families, Build_Fam
almost consistently produced better alignments than
other methods, either for the NorMD index or the number
of gaps as detected by Gblocks (Table 4). When the
number of sequences or species is low, Build_Fam 50/80

Table 3: Proportion of families integrating sequences from one, two or the three kingdoms of life (Bacteria, Archaea and Eukaryota).

Build_Fam OrthoMCL TribeMCL
Parameters 50/80 40/80 40/90 1.1 1.5 4.0 E-value HSP
| kingdom 91% 88% 89% 86% 84% 85% 87% 83%
2 kingdoms 7% 9% 8% 10% 13% 13% 10% 13%
3 kingdoms 2% 3% 3% 4% 4% 2% 3% 4%
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Table 4: Alignment quality results for the Build_Fam, OrthoMCL and TribeMCL algorithms

Algo. Families Nb. families Mean nb. seq. Mean nb. sp. Mean %Gbl. Nb. fam. %Gbl. Mean NorMD  Nb. fam. NorMD
>50% >0.5

BF 50/80 213 10 5.99 63% 172 (80.8%) 0.73 207 (97.2%)
BF 40/80 190 10 5.44 51% 96 (50.5%) 0.67 I51 (79.5%)
BF 40/90 179 10 6.01 53% 104 (58.1%) 0.65 144 (80.4%)
Ortho I.1 Seq. = 10 270 10 5.09 36% 76 (28.1%) 0.34 149 (55.2%)
Ortho 1.5 447 10 6.02 38% 136 (30.4%) 0.44 246 (55.0%)
Ortho 4.0 450 10 6.3 45% 186 (41.3%) 0.59 300 (66.7%)
Tribe E-value 290 10 5.09 43% 111 (38.3%) 0.59 199 (68.6%)
Tribe HSP 373 10 5.59 31% 77 (20.6%) 0.13 149 (39.9%)
BF 50/80 35 25 16.6 51% 18 (51.4%) 0.61 26 (74.3%)
BF 40/80 37 25 16.03 34% 9 (24.3%) 0.46 14 (37.8%)
BF 40/90 45 25 17.27 41% 15 (33.3%) 0.50 25 (55.6%)
Ortho I.1 Seq. =25 49 25 15.47 22% 5 (10.2%) 0.05 14 (28.6%)
Ortho 1.5 70 25 16.96 27% 8 (11.4%) 0.33 31 (44.3%)
Ortho 4.0 51 25 18.22 35% 12 (23.5%) 0.45 25 (49.0%)
Tribe E-value 38 25 13.683 27% 4 (10.5%) 0.38 Il (28.9%)
Tribe HSP 55 25 14.75 23% 5(9.1%) 0.13 12 (21.8%)
BF 50/80 7 50 23.29 35% 2 (28.6%) 0.49 2 (28.6%)
BF 40/80 9 50 29.33 28% 0 (0.0%) 0.43 5 (55.6%)
BF 40/90 15 50 258 22% I (6.7%) 0.39 8 (53.3%)
Ortho .1 Seq. = 50 23 50 2991 1% | (4.3%) -0.30 4 (17.4%)
Ortho 1.5 18 50 28.28 17% | (5.6%) 0.14 4 (22.2%)
Ortho 4.0 4 50 37 25% 0 (0.0%) 0.48 | (25.0%)
Tribe E-value I 50 29.64 13% 0 (0.0%) 0.14 0 (0.0%)
Tribe HSP 17 50 30.88 16% 0 (0.0%) 0.00 3(17.6%)
BF 50/80 107 12.1 10 60% 82 (76.6%) 0.66 101 (94.4%)
BF 40/80 102 15.06 10 44% 46 (45.1%) 0.53 63 (61.8%)
BF 40/90 13 13.65 10 48% 51 (45.1%) 0.59 80 (70.8%)
Ortho .1 Sp.= 10 121 14.58 10 34% 34 (28.1%) 0.22 59 (48.8%)
Ortho 1.5 224 12.3 10 40% 73 (32.6%) 0.43 119 (53.1%)
Ortho 4.0 221 11.59 10 46% 100 (45.2%) 0.43 142 (64.3%)
Tribe E-value 128 14.52 10 47% 56 (43.8%) 0.53 85 (66.4%)
Tribe HSP 172 15.37 10 33% 45 (26.2%) 0.31 74 (43.0%)
BF 50/80 32 3091 25 40% 8 (25.0%) 0.51 19 (59.4%)
BF 40/80 23 42.13 25 28% 7 (30.4%) 0.34 8 (34.8%)
BF 40/90 31 41.74 25 37% 11 (35.5%) 0.39 13 (41.9%)
Ortho I.1 Sp. =25 36 51 25 16% 2 (5.6%) 0.14 13 (36.1%)
Ortho 1.5 33 37.64 25 28% 5 (15.2%) 0.43 18 (54.5%)
Ortho 4.0 30 27.97 25 35% 7 (23.3%) 0.52 20 (66.7%)
Tribe E-value 26 45.19 25 22% | (3.8%) 0.30 10 (38.5%)
Tribe HSP 42 46.29 25 18% 2 4.8%) 0.24 Il (26.2%)
BF 50/80 13 61.38 50 30% | (7.7%) 0.54 8 (61.5%)
BF 40/80 34 181.15 50 23% 4 (11.8%) 0.16 15 (44.1%)
BF 40/90 23 206.3 50 26% 4 (17.4%) 0.16 10 (43.5%)
Ortho I.1 Sp. =50 55 70.35 50 20% 2 (3.6%) 0.27 18 (32.7%)
Ortho 1.5 27 57.04 50 27% 2 (7.4%) 0.50 14 (51.9%)
Ortho 4.0 5 534 50 32% 0 (0.0%) 0.51 3 (60.0%)
Tribe E-value 19 87.42 50 19% 2 (10.5%) 0.21 5 (26.3%)
Tribe HSP 30 87.67 50 18% 1 (3.3%) 0.16 6 (20.0%)

The different parameters used for Build_Fam (BF), OrthoMCL (Ortho) and TribeMCL (Tribe) are given in the first column. The best scores in four
last columns are shown in bold.
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generates alignments that are much better than those
obtained with OrthoMCL or TribeMCL. On the other
hand, for large and very large families, the quality of the
alignments considerably decreases. Considering the larg-
est family generated by Build Fam 50/80 (1,580
sequences) it happens that it is split by OrthoMCL 1.5
into 104 different families (corresponding to 92% of the
total of sequences). The alignments of those 104 families
are good as their average NorMD index is >0.5 for 96 fam-
ilies and their average site selection by Gblocks is >60%.
There is therefore a tendency of Build_Fam to integrate
divergent sequences on very large families.

On average, the better alignments obtained with
Build_Fam for families up to 50 sequences or species can
be explained by the double constraint put on the similar-
ity and length of the pair of proteins. This increase in qual-
ity is partly counter-balanced by the use of a simple
transitive link to incorporate sequences in a family. The
use of a complete link would probably ensure an even bet-
ter alignment quality, but at the cost of many families
split. As this phenomenon of families splitting is already
important with Build_Fam in its present state, it is proba-
bly not worth considering this model of sequence integra-
tion for the moment. Remarkably, the 50/80 parameter
combination - which was chosen empirically for the first
HOBACGEN release [17] - gives better results than the
other combinations tested (40/80 and 40/90). This
parameter choice thus appears as a good compromise
between family size (and therefore family exhaustivity)
and alignment quality. As the quality of a phylogenetic
tree is the direct consequence of the quality of the corre-
sponding sequence alignment, it is of special importance
to have good alignments in our databases. In that context,
the lower exhaustivity - materialized by the fact that
Build_Fam tends to include only sequences from one
kingdom in a family - is acceptable.

Parallel computing

The sizeable computational volume required by the con-
struction of HOGENOM, HOVERGEN and HOMOLENS
has been performed using the computing facilities of the
Institut National de Physique Nucléaire et de Physique
des Particules (IN2P3). This computing centre provides
access to a 2,300 CPU cluster that can efficiently paral-
lelize tasks such as BLAST searches or the construction of
thousands of alignments and trees. The use of parallel
computing brought a major improvement since computa-
tion time has been reduced by a factor of 50 to 100.

Conclusion

The different databases descibed in this paper are useful
tools that has been used in many published biological
studies but it might be desirable to create a general gene
family database, combining sequence data from all avail-

http://www.biomedcentral.com/1471-2105/10/S6/S3

able taxa. One important difficulty is that this would con-
siderably increase the size of many gene families, and
hence this would make the phylogenetic trees much more
difficult to browse and interpret. Moreover, the global
quality of the trees themselves would be drastically low-
ered because of the difficulty to compute reliable multiple
alignments with very large families. Given that users are
generally interested only in a particular clade, we decided
to maintain three different databases (HOVERGEN,
HOGENOM and HOMOLENS), whose content is partly
overlapping, but that focus on different clades and differ-
ent kinds of data (complete genome sequences vs. all data
available for one clade). Also, we plan to develop a strat-
egy including an incremental all-against-all BLAST search
performed on a whole general protein sequence reposi-
tory collection (such as UniProt). We will provide proce-
dures allowing users to: i) extract a subset from the
exhaustive set of protein similarities detected; ii) use this
subset to create a specific database. Moreover, we wish to
develop tools that would allow the user to automatically
edit phylogenetic trees to display only a subset of
sequences representative of the taxa of interest.
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Abstract

The genomes of bacterial endosymbionts such as Buchnera aphidicola living in Aphids
are smaller than their free-living close relatives. This genome reduction is mainly
explained by Muller’s ratchet, a degenerative process affecting small asexual
populations. Genome reduction has been recently reported in the marine cyanobacteria
Prochlorococcus but here it is thought to be an adaptation to life in nutrient-poor
oceanic surface waters in which a small genome could be advantageous. Using nine
Prochlorococcus genomes (some of them reduced) and two Synecochoccus genomes (as
outgroups), we show that the reduced Prochlorococcus genomes show signs of
degeneration not adaptation: inefficient selection on codon usage, reduced selection at
protein level and preferential loss of genes under low selective pressure. This mirrors
what is found in bacterial endosymbionts and raises the possibility of Muller’s ratchet
operating in Prochlorococcus, a highly abundant free-living bacteria. This and other
hypotheses to explain our very unexpected findings are discussed. This work has
implications for understanding the long-standing question of why genome size varies

among organisms.



Introduction

In bacteria, small, AT-rich, fast-evolving genomes were considered the hallmark of the
endosymbiotic lifestyle (reviewed in Moran 2002, Wernegreen 2002, Moya et al. 2008,
Moran et al. 2008) until it was unexpectedly found in two free-living oceanic bacteria: first in
Prochlorococcus marinus (Dufresne et al. 2003; Rocap et al. 2003; Dufresne et al. 2005) and
then in Pelagibacter ubique (Giovannoni et al. 2005). In the cyanobacteria P. marinus, some
strains (hereafter called “reduced”) have undergone a 30% genome reduction, a 40% increase
in A+T content and a two to four-fold acceleration in DNA evolution compared to the other
strains (hereafter called “normal”) and using Synechococcus sp. as outgroup (Dufresne et al.
2005, Kettler er al. 2007, and see Figure 1). This observation does call for an explanation
since these strains are in fact highly differentiated species (>30% sequence divergence) that
diverged about 80 millions years ago (Dufresne et al. 2005) and the situation here is very
different from closely related bacterial strains such as E. coli strains (<3% sequence
divergence) that show polymorphism in genome size (Welch er al. 2002, Touchon et al.
2009).

In bacterial endosymbionts such as Buchnera aphidicola, many observations and
theoretical work point towards Muller’s ratchet as a strong driver of genome evolution
(Wernegreen & Moran 1999, Rispe & Moran 2000, Abbot & Moran 2002, Van Ham et al.
2003, Delmotte et al. 2006, Pettersson & Berg 2007). Muller’s ratchet is a well-known
degenerative process that affects small asexual populations such as that of Buchnera. Reduced
polymorphism and inefficient selection at different levels (codon usage, proteins) are
expected under Muller’s ratchet and have been found in Buchnera (Wernegreen & Moran
1999, Abbot & Moran 2002, Van Ham et al. 2003). Massive gene loss is expected under
Muller’s ratchet especially genes under weak selective pressure, which has been shown again
in Buchnera (Delmotte et al. 2006). These include some DNA repair genes and their loss
explains why the genome tends to accumulate GC to AT mutations and deletions, the most
common mutations in bacteria (Mira et al. 2001, Rocha & Danchin 2002, Moran et al. 2009,
Hershberg & Petrov 2010, Hildebrand er al. 2010). Host-specialization also contributes to
gene loss since some genes become useless in a host (Moya et al. 2008).

In P. marinus, genome shrinkage is considered an adaption to nutrient-poor surface

waters where the first strains with reduced genomes were found (Dufresne et al. 2005). The



idea is that small genomes are advantageous in such environments because DNA replication
is less costly (especially in nitrogen and phosphorus, two limiting elements in the surface
waters). However, when more P. marinus strains became sequenced it appeared that the
relationship between genome size and ocean depth was fairly loose since some reduced
strains (NATLIA, NATL2A, SS120) can be found in as deep waters as normal strains
(Kettler er al. 2007, Partensky & Garczarek 2010 and see Figure 1). Although recent data
suggest the NATL strains can live both in deep and surface waters, SS120 has been shown to
be restricted to deep waters (Partensky & Garczarek 2010). The hypothesis of “adaptation by
streamlining” also predicts that proteins should be shorter because of selective pressure to
reduce energy and nutrient consumption related to DNA, RNA and protein synthesis and this
prediction is not supported by the data (Marais et al. 2008). Moreover, there is no compelling
evidence that reduced strains got rid of all their junk DNA, which is again not in agreement
with the ‘“adaptation by streamlining” hypothesis (see Figure 1). Finally, the idea itself of
reducing genome size to grow better is not supported by the data since there is no correlation
between genome size and growth rate in bacteria (Viera-Silva et al. 2009).

An important question is whether reduced P. marinus show genomic degeneration as
the bacterial endosymbionts do? To address this question, the classical approach is to study
the efficiency of purifying selection, using dN/dS ratio and look for evidence of reduced
selection at protein level. A recent work has shown that dN/dS is lower in P. marinus than in
Synechococcus sp., which suggests Muller’s ratchet is not operating in P. marinus (Hu &
Blanchard 2009). However, we lack a direct comparison between the reduced and normal P.
marinus strains. Here we studied eleven cyanobacterial genomes including nine P. marinus
strains and two Synechococcus sp. and looked for evidence of genomic degeneration in three
different ways. First, we identified the optimal codons for translation in Synechococcus sp.
and P. marinus genomes, and found compelling evidence that selection on codon usage is no
longer efficient in the reduced strains. Second, we show that the differences in dN/dS
observed between reduced and normal strains are strongly impacted by codon usage bias.
When we consider only genes with low codon usage bias to get reliable estimates of dN/dS,
we found a higher dN/dS in reduced strains than that in normal strains. We show that this
higher dN/dS ratio is due to reduced purifying selection at protein level using appropriate
tests. Last, we studied the genes lost in the reduced strains and show that these genes have a
higher dN/dS than the “core” genes shared by all P. marinus strains and Synechococcus sp.,
which suggests that genes with low selective constraints have been preferentially lost.

Very surprisingly, this pattern mirrors what has been observed in bacterial



endosymbionts and is consistent with Muller’s ratchet (Wernegreen & Moran 1999, Van Ham
et al. 2003, Delmotte et al. 2006). A combination of reduced sex and high mutation rate (and
maybe reduced Ne) could explain why Muller’s ratchet is affecting P. marinus strains with
small genomes. Other Hill-Roberston effects (clonal interference, ruby-in-the-rubbish, genetic
draft) might also contribute to the pattern of genomic degeneration that we observe. Genome
reduction could be driven by niche-specialization and loss of unnecessary genes. Genome-
wide degeneration at synonymous and amino acid sites i1s more difficult to explain under this
scenario though. Mutation pressure due to loss of DNA repair genes could explain
degeneration in reduced P. marinus. We discuss these possible explanations and the

implications for the evolution of genome size in bacteria.

Material and methods

Identification of optimal codons and computation of codon usage bias

All the coding sequences were retrieved from the Hogenom database (see below),
classified as ribosomal proteins and others, and analysed using a multivariate method called
within-group factorial correspondence analysis (WCA), using a R script and the seqinR
package (Charif et al. 2005). WCA is used to find the codons preferentially used in the highly
expressed genes (supposedly under the strongest selection on codon usage, here ribosomal
proteins) compared to other genes. It is robust to biases in amino acid composition and is the
best available method to identify optimal codons (Perriere & Thioulouse 2002, Suzuki et al.
2008). The optimal codons were those preferentially used by the ribosomal proteins and were
identified using the two axes projection of the WCA results. The frequency of optimal codons

(Fop) was estimated with a C program that we ran on coding sequences.

Identification of orthologous genes

We started with the Hogenom database, a gene family database including most of the
prokaryotic and eukaryotic complete genomes (release 04, Feb 21 2008, including 511 fully
sequenced genomes, Penel et al. 2009). We searched the database for one to one orthologous
genes shared by 9 Prochlorococcus marinus strains (MIT9312, MIT9313, NATL2A, SS120,
MED4, MIT9515, NATL1A, MIT9601, MIT9303) and 2 Synechococcus sp. strains (CC9605,
CC9311) using a program called TreePattern (Dufayard et al. 2005) included in the FamFetch

graphical interface (http://pbil.univ-lyonl .fr/software/famfetch.html). TreePattern screens all




the gene families looking for a particular tree motif. The tree motif that we used here was the
published phylogeny of Prochlorococcus marinus with Synechococcus sp. as outgroups
(Kettler et al. 2007). We excluded all genes with duplication within the tree motif. We

retrieved 51 one to one orthologous genes.

Identification of core/lost genes

Core genes: The set of core genes is the same as the 51 orthologous genes described above
and for which we conserved only normal P. marinus strains (MIT9313, MIT9303) and both
Synechococcus sp. (CC9605, CC9311) for comparison with lost genes (see below).

Lost genes: We first established a list of genes lost in all reduced P. marinus strains using a
Bayesian framework. This analysis uses the published phylogenetic tree of Prochlorococcus
marinus with Synechococcus sp. as outgroups (Kettler et al. 2007). Each node of the
phylogenetic tree was associated with two possible states: either presence or absence of the
Hogenom gene families including some of our species. Evolution of each family was
modelled using a Bayesian network (Bru 2005, Jensen 2001), with conditional probabilities
for gain and loss associated to each edge and non-conditional probabilities associated to the
states of the root of the tree. Bayesian tree model was implemented using the Bayesian
Network Toolbox for MATLAB (Murphy 2001). Conditional and non-conditional
probabilities were estimated by the EM algorithm (Dempster et al. 1977) so as to maximize
the likelihood of the observed occurrences over the entire set of 5,901 gene families. The
most probable evolutionary scenario was inferred for each gene family using the junction tree
algorithm (Jensen 2001, Dempster et al. 1977). Timing of gene family gains and losses were
inferred from these scenarios. We then selected genes with both normal strains and
Synechococcus sp. plus other cyanobacterial outgroups to get reliable orthologous genes using
a TreePattern search. We retrieved a first set of 37 lost genes. We excluded genes with

duplication events and got 17 remaining genes. Only results with the 17 genes are presented.

Alignment and phylogeny

In all cases, coding sequences were extracted using a list of accessions provided by
FamFetch for all the selected genes that we entered directly in the alignment graphical
interface Seaview using the option “import from database” on Hogenom (Gouy et al. 2010).
Alignment of each set of orthologous coding sequences was performed using the graphical
interface Seaview with the Muscle program (Gouy et al. 2010). Alignments were clean

manually removing non-conserved regions at the 5° and 3’ ends. Alignments were



concatenated in a super-alignment for further analysis using the concatenation module in
Seaview. Phylogenetic trees were obtained using PhyML in Seaview with the following
parameters: GTR+y model, estimated base frequencies, estimated proportion of invariable
sites, 4 substitution rate categories, estimated gamma distribution parameter. All the trees

fully agreed with the published species tree.

dN/dS analysis

We used the codeml program from the PAML 4.1 package (Yang 2007) to estimate
dN/dS, which was run on the alignment and the PhyML tree for each dataset (see previous
section). We performed several analyses:

Branch model: codeml with parameter (model = 2, NSsites = 0) was used to estimate global
dN/dS ratio in various lineages. The statistical significance of the differences in dN/dS among
lineages was assessed with a likelihood ratio test (LRT) using nested models (Yang 2007).
Site models: codeml with parameter (model = 0, NSsites = 2) was used to estimate the
frequency of sites in three categories (0<dN/dS< 1, dN/dS=1, dN/dS >1) and the dN/dS value
for sites evolving under purifying selection and positive selection (model M2a). We also used
FMutSel and FMutSelO to check for the effect of selection on codon usage on the results
(Yang & Nielsen 2008). Statistical significance was assessed comparing models M2a and
model M1a (model= 0, NSsites = 1; only 2 site categories) and also FMutSel/FMutSelO, and
FMutSel with different number of site categories with a LRT.

Branch-site model: codeml with parameter (model = 2, NSsites = 2) was used to identify
fast-evolving codons and estimate their mean dN/dS ratio in a particular lineage. When the
dN/dS ratio was > 1, we tested whether it was significantly different from 1 using a LRT
(comparing models with estimated dN/dS and dN/dS=1).

Clade model: codeml with parameter (model = 3, NSsites = 2) was used to identify all
codons evolving differently in a given lineage compared to other lineages. The dN/dS and the
number of sites in this category were estimated and statistical significance was assessed
comparing the clade model with M1a (model= 0, NSsites = 1), a model without a category of

sites evolving differently among lineages using a LRT as recommended in the PAML manual.

Results



Inefficient selection on codon usage in the “reduced” P. marinus strains

In bacteria, selection on codon usage is widespread (Sharp et al. 2010). We identified
the optimal codons in our set of species using within-group correspondence analysis (WCA)
on their complete genomes retrieved from the Hogenom database (see Material and Methods).
We found very similar sets of optimal codons in our Synechococcus sp. strains and in the two
normal P. marinus strains (see legend of Figure 2 for the list of optimal codons). In the
reduced P. marinus strains, the WCA yielded to no optimal codons since the set of highly
expressed genes (e.g. the ribosomal proteins) were found to use the same codons as the other
genes. All this suggests that selection on codon usage has affected both Synechococcus and
Prochlorococcus lineages and has stopped in the reduced P. marinus strains. The optimal
codons are all GC-ending codons and are consistent with the GC-content in our set of species:
with normal strains being GC-rich and reduced strains being AT-rich (see Figure 1). In Figure
2, we show the comparison of the frequency of optimal codons (Fop) for orthologous genes in
one reduced strain (MED4) and one normal strain (MIT9313). This clearly shows that Fop is
low and homogeneous in the reduced strain and is fully in agreement with inefficient selection

on codon usage in this strain.

Reduced selection on proteins in the “reduced” P. marinus strains

To study differences in dN/dS in P. marinus, we used high quality orthologous gene
sets identified with phylogenetic tools (Dufayard et al. 2005, see Material and Methods).
Table 1 shows the results of a dN/dS analysis of different lineages in the tree from Figure 1
using codeml (branch-model analysis, see Material and Methods). We found that dN/dS is
significantly higher in normal strains and Synechococcus sp. than that in reduced strains,
which is in agreement with previous results (Hu & Blanchard 2009). However, we showed in
the previous section that P. marinus strains display major differences in codon usage bias.
Selection on codon usage can make the interpretation of dN/dS difficult because dS can
hardly be considered neutral and differences between dN/dS among strains can reflect
differences in selection on codon usage and not in selection on proteins (reviewed in Yang
2002). Selection on codon usage varies among genes within a genome and in our set of
orthologous genes the Fop values are quite heterogeneous. The effect of selection on codon
usage on dN/dS estimates is expected to be the strongest for genes under high selection on
codon usage in the normal strains and the outgroups. We thus computed the mean of Fop
values in the normal strains and the outgroups and found that highly biased genes show a

higher dN/dS in normal versus reduced strains, whereas lowly biased genes show the opposite



pattern (see Figure 3).

We then ranked genes according to this value as low codon usage bias (50% of the
genes with the lowest Fop values, i.e. Fop < 0.49), very low codon usage (25 % of the genes
with the lowest Fop values, i.e. Fop < 0.525), and also high codon usage bias (50% of the
genes with the highest Fop values, i.e. Fop = 0.525), very high codon usage (25 % of the
genes with the highest Fop values, i.e. Fop = 0.57). In Table 1, we show that the pattern of
dN/dS variations among strains strongly depends on the set of genes considered, which
confirms the trend observed in Figure 3. We also found that the very lowly biased genes, the
genes that are less likely to be biased by differences in selection on codon usage among
lineages, show a significantly higher dN/dS in reduced strains than that in normal ones. This
suggests reduced selection at protein level in reduced strains. However, because we estimated
global dN/dS ratios, these results could also be explained by a higher proportion of sites under
positive selection in reduced strains. To test this hypothesis, we used the branch-site and clade
model analyses in codeml (see Material and Methods). The branch-site analysis identifies
codons under positive selection in a particular lineage. Table 2 shows that genes with very
low codon usage bias (the best set of genes to perform unbiased dN/dS analysis) show no
evidence for positive selection in reduced strains, which confirms the hypothesis of reduced
selection in these strains. The clade model analysis identifies fast-evolving codons in various
lineages and estimates their mean dN/dS. Applied to genes with very low codon usage bias,
the clade model analysis revealed a slight increase in dN/dS in reduced strains compared to
normal ones (see Table 2). The same analyses conducted on all the orthologous genes, did not
detect any positive selection (see Table 2).

In all the above analysis, we considered separately the ancestral branch and other
branches in the reduced lineage (see Tables 1 and 2). A preliminary dN/dS analysis showed
that the ancestral branch had a very high dS value (x60) compared to the other branches
whereas its dN value was roughly conform to molecular clock. This intriguing pattern results
in a very low dN/dS value for the ancestral branch compared to other branches in the reduced
lineage. Table 1 shows that the dN/dS of the ancestral branch tends to increase when codon
usage bias decreases as expected if inefficient selection on codon usage explained the very
high dS value for this branch. However, even for genes with very low codon usage bias,
dN/dS of the ancestral branch is still a lot lower than in the rest of reduced lineage (see Table
1). This is probably because the switch from efficient to inefficient selection on codon usage

occurred on this branch (where other dramatic changes such as massive gene loss has been



observed, Kettler ef al. 2007, AS Sertier, unpublished data) and implies a “out of equilibrium”
evolution at the synonymous sites. Such mode of evolution is expected to increase to number
of substitutions before the new equilibrium is reached and to yield to meaningless dN/dS
values (i.e. not relevant for diagnosing selection), which probably explains why the ancestral

branch has peculiar dN/dS values.

Preferential loss of genes under low selective pressure in the reduced P. marinus strains

To study what kinds of genes were lost in the reduced lineage, we prepared two sets of
genes (see Material and Methods): a set of genes shared by all the P. marinus strains and
outgroups (core genes) and another set of genes present in normal strains and outgroups and
lost in all the reduced strains (lost genes). Lost genes have been identified using a Bayesian
approach inferring events of gene loss and gain in the Prochlorococcus phylogeny and
excluding gene duplications to focus on strictly orthologous sequences (see Material and
Methods). To make a fair comparison between core and lost genes, we included in the
analysis the four same species (i.e. Synechococcus sp. and the normal P. marinus strains). We
then studied the intensity and form of selection affecting both gene sets using codeml (see
Material and Methods). We first estimated the global dN/dS and found that lost genes have a
higher dN/dS than core genes, which suggests purifying selection is stronger on core genes
than on lost genes (see Table 3). We also ran a site model analysis -a codeml analysis
identifying codons with different selection regimes- and found that the fraction of site under
purifying selection is bigger in the core genes than in the lost genes, with no identified sites
under positive selection (see Table 3). This suggests that the genes lost have lower selective
constraints than the genes that persisted in the reduced strains.

Importantly, these results are not affected by selection on codon usage. Codeml includes
a pair of site models FMutSel/FMutSelO that can be used to test whether dN/dS estimates are
affected by selection on codon usage (Yang & Nielsen 2008). Compared to a classical site
model FMutSel has extra parameters for selection on codon usage (selection coefficients for
each synonymous codon). FMutselO is nested in FMutSel (selection coefficients are set to 0)
and 1s used to test whether selection on codon usage is significant with a likelihood ratio test.
We found no evidence for positive selection in both core and lost genes by comparing
FMutSel with and without a site category under positive selection (see Table 3). We did find
that FMutSel is significantly better than FMutSelO, which further confirms selection on codon
usage in the data but the results (AN/dS and proportion of sites evolving on purifying selection

or neutral evolution) were unchanged using FMutSel or the standard site model (see Table 3).



Discussion

Genomic degeneration in free-living and endosymbiotic bacteria

The patterns of inefficient selection on codon usage, reduced selection at protein level
and loss of genes under weak selective pressure in the reduced P. marinus are indicative of a
global reduction of the efficacy of selection on these strains. This seems to have affected
differently codon usage and protein evolution, which is expected. Indeed, selection on codon
usage is of weak intensity (Hartl et al. 1994), and a global reduction of the efficacy of
selection will affect it strongly. Selection operating on proteins is overall much stronger than
selection on codon usage and a global reduction of the efficacy of selection will probably
affect a small fraction of the amino acids (under weak selection). Only a slight reduction of
selection on proteins is expected, which is fully in agreement with the small differences in
dN/dS observed between reduced and normal strains. The patterns of genomic degeneration
that we found in Prochlorococcus are very similar to those that have been found in bacterial
endosymbionts (Wernegreen & Moran 1999, Van Ham et al. 2003, Delmotte et al. 2006).
However, the extent of genomic degeneration is much larger in endosymbionts. In Buchnera,
comparisons with E. coli showed that about 80% of the genes originally present in the
ancestror of Buchnera have been lost (Moran & Mira 2001), whereas in Prochlorococcus, this
figure is probably lower than 30% (Dufresne et al. 2005, Kettler et al. 2007). Buchnera and
many other obligate endosymbiont bacteria have much smaller genomes (with about 200-600
genes, Moran et al. 2008) than reduced P. marinus strains do (with >1500 genes, Dufresne et
al. 2005, Kettler et al. 2007). In Buchnera, 3° ends of genes have degenerated due to small
deletions and AT substitutions, and genes are smaller in Buchnera than in free-living relatives
(Charles et al. 1999). Such pattern was not found in Prochlorococcus where genes have very
similar size in both normal and reduced strains (Marais et al. 2008). dN/dS values are also
much more increased in Buchnera (Wernegreen & Moran 1999) compared to
Procholorococcus where we found only a slight (but significant) increase. Genomic
degeneration is probably much weaker in reduced P. marinus than in bacterial
endosymbionts, but we still need to explain why we observe degeneration in bacteria that

have a very different lifestyle from endosymbiosis.



Codon usage bias and unreliable dN/dS estimates

dN/dS analysis is one of the most common analysis in molecular evolution and
programs estimating dN/dS such as codeml are heavily used and cited (codeml has >3000
citations in Pubmed). An important assumption underlying the interpretation of dN/dS ratio is
that the synonymous sites evolve neutrally and dS is merely affected by mutation rate. There
has been a debate on how violation of this assumption might affect the reliability of the dN/dS
estimates (for reviews, see Yang & Bielawski 2000, Yang 2002). Constant selection on codon
usage among lineages is probably not a problem as argued by Yang and colleagues but
differences in the level of selection on codon usage among lineages may lead to unreliable
estimates as we show here (see Table 1 and Figure 3). Recent developments have introduced
selection on codon usage in codon-based models used for dN/dS analysis (Nielsen et al. 2007,
Yang & Nielsen 2008). However, this makes the models much more complicated and the
dN/dS estimation much more computationally-demanding. Only site-model analysis (with
selection on codon usage) is currently included in codeml (see Tables 2 and 3), popular
analyses such as branch-model and branch-site do have this option and caution is needed
when working on sequence data from species differing in the level of selection on codon

usage.

Causes of degeneration in Prochlorococcus: Muller’s ratchet or other Hill-Robertson effects?

The pattern of degeneration that we found in Prochlorococcus is reminiscent of what
has been found in bacterial endosymbionts, and this raises the possibility that Muller’s ratchet
is also operating in Prochlorococcus. It has been shown theoretically that the ratchet affects
small asexual populations, the rate of deleterious mutations being a key parameter (Gordo &
Charlesworth 2000). Prochlorococcus are highly abundant bacteria: chlorophyll from
Prochlorococcus can be seen from space by ocean-monitoring satellite and cell
concentrations as high as 10° cells /ml have been observed (Johnson et al. 2006, Partensky &
Garczarek 2010). However, very little is known about the population genetics of P. marinus
strains and we have currently no estimates for the effective population size (Ne) - the relevant
parameter for Muller’s ratchet - for the different P. marinus strains. Another issue is whether
P. marinus strains are asexual, another condition for Muller’s ratchet to work. Some cases of
horizontal gene transfer have been documented in Prochlorococcus; for instance the hli genes
are found only in the high-light (HL) P. marinus strains (all reduced) and are from phage
origin (Lindell et al. 2004). Some regions of the genome —called genomic islands — seem to be

hot spots for horizontal gene transfer in reduced P. marinus strains (Coleman et al. 2000).



Recent studies of horizontal gene transfer in Prochlorococcus and Synechococcus have found
a substantial amount of those within Prochlorococcus, between Prochlorococcus and
Synechococcus and even more distantly related group (one transfer from a gamma-
proteobacteria has been documented), which suggests P. marinus strains are not asexual
(Zhaxybayeva et al. 2006, Luque et al. 2008, Dufresne et al. 2008, Zhaxybayeva et al. 2009).
However, the horizontal gene transfers are much more frequent in the normal strains than in
the reduced strains (Zhaxybayeva et al. 2009). In the reduced strains from the HL ecotype,
horizontal gene transfers are much rarer than in the low light (LL) one, and the GC content of
the transferred genes suggest that they are ancient events (Zhaxybayeva et al. 2009). There
seems to be a correlation between the level of sex and genome size in Prochlorococcus.
Another key issue is the rate of deleterious mutations, which is currently not known in
Prochlorococcus. However, DNA sequence analysis suggests that reduced strains have a
higher mutation rate than the normal strains, which is consistent with the loss of several DNA
repair genes in the reduced strains (Dufresne et al. 2005, Kettler et al. 2007). It is possible that
the reduced strains have small Ne, low or no recombination and a high deleterious mutation
rate, which would make Muller’s ratchet operating in these strains. However, estimates for
these parameters are clearly needed to give further support to this hypothesis.

Muller’s ratchet is one of the degenerative processes known as Hill-Robertson effects
(for review, see Gordo & Charlesworth 2001). Other such processes might explain the
genomic degeneration in Procholorococcus. Clonal interference for instance happens when
beneficial mutations on different genetic backgrounds compete with one another in the
absence of sex (Gerrish & Lenski 1998). Clonal interference is expected to affect large
asexual bacterial populations, which might be the case of the reduced P. marinus strains.
However, if reduced strains probably have high mutation rate, clonal interference may not be
strong since genomes combining all beneficial mutations can be created by mutation and
recombination is not needed (Bollback & Huelsenbeck 2007). The ruby-in-the-rubbish model
where mild beneficial mutations arise on genetic backgrounds with strong deleterious
mutations and are eliminated could also apply to Prochlorococcus since this model requires
high mutation rate (Orr 2000). Prochlorococcus may have huge Ne and recurrent episodes of
adaption could sweep the polymorphism and reduce the efficacy of selection as in the genetic
draft model developed by Gillespie (2000, 2001). Unfortunately, critical parameters (Ne, level
of recombination, mutation rate) are missing to discuss further the possible contribution of all

these processes to genomic degeneration in Prochlorococcus.



Causes of degeneration in Prochlorococcus: byproduct of niche-specialization?

The adaptation to surface waters by “genome streamlining” was initially suggested as
the explanation for small genomes in some P. marinus strains (Dufresne et al. 2005).
However, the correlation between depth and genome size is weak in P. marinus strains as
reduced strains can be found close to the surface (HL ecotype) or deeper (LL ecotype).
However, the ecology of P. marinus strains is poorly known and reduced strains might
occupy a specific niche. Specialization can lead to loss of unnecessary genes. Part of gene
loss in bacterial endosymbionts is indeed explained by host-specialization (Moya et al. 2008).
If the environment of the reduced P. marinus strains is very specific and very stable, which is
possible (Partensky & Garczarek 2010), then niche-specialization could explain the gene loss
and genome reduction that we observe. It is difficult to anticipate which genes are expected to
be lost without knowing much about this niche-specialization. However, both high and low
selective pressure genes could become unnecessary and lost, and niche-specialization does not
necessarily predicts a higher dN/dS value for the lost genes than that of the core genes as we
found. In addition to gene loss, we also have to explain inefficient selection on codon usage
and reduced selection on proteins in reduced strains, which are not straightforward
expectations from the niche-specialization hypothesis. In bacteria, selection on codon usage is
related to growth rate, with species with low selection on codon usage being slow growers
and species with high selection on codon usage being fast growers (Viera-Silva et al. 2010).
Reduced P. marinus strains may have become slow-grower while adapting to a new niche
where slow growth rate may be an advantage. Reduced selection on proteins that we observe
is much more difficult to reconcile with the niche-specialization hypothesis. Loss of DNA
repair genes and increase of mutation rate may have cause degeneration of proteins (by
Muller’s ratchet or increase of mutation pressure, see next section). In this case, degeneration
would be a byproduct of niche-specialization. The loss of DNA repair genes when adapting to
a new niche is well-known in bacteria. It has been shown that loosing such genes and
increasing mutation rate can be advantageous for a bacterial population undergoing a change
in the environment (and the need to adapt) since it will increase the rate of beneficial
mutations (Taddei et al. 1997, Tenaillon et al. 1999, Sniegowski et al. 2007). But once the
adaptive event has passed, selection will favour bacteria with reduced rate of deleterious
mutations and the mutation is expected to decrease, which is actually observed in nature
(Denamur et al. 2000). It is not clear at all why the reduced strains would benefit never re-
gaining the DNA repair genes and maintaining a high mutation rate for millions of years of

evolution.



Causes of degeneration in Prochlorococcus: increase in mutation pressure?

The reduced P. marinus strains evolve fast at DNA level, which suggests a high
mutation rate (Dufresne et al. 2005). This is clearly not due to UV exposure since some of the
reduced strains live at the same depth (and with similar UV exposure) compared to normal
strains (SS120 and NATL strains, Ketller et al. 2007, Partensky & Garczarek 2010).
Moreover, it has been shown that there is no deficit of pyrimidine dinucleotides (the targets of
UVs) in the reduced MED4 strain, a HL strain with high UV exposure (Palmeira et al. 2006).
The reduced strains all lack several DNA repair genes and this may explain fast evolution and
high mutation rate (Dufresne et al. 2005, Kettler et al. 2007, Marais et al. 2008). Using
population genetics and other theoretical frameworks, it has been shown that mutation rate
can strongly affect the evolution of genome size (Knibbe et al. 2007, Lynch 2007). Lynch has
shown that nonfunctional DNA (e.g introns, transposable elements, duplicate genes)
accumulates in species with small Ne due to genetic drift (reviewed in Lynch 2007). This
nonfunctional DNA not only makes the genome bigger but also increases the mutational
targets in the genome (e.g. mutations in introns can disrupt the coding regions of a gene). This
makes the mutation rate a critical parameter for the accumulation of such DNA: when the
mutation rate is very high, deleterious mutations in nonfunctional DNA will be very frequent
and selection to purge nonfunctional DNA out of the population will be efficient. The
mitochondria are a clear example of the effect of mutation on genome size. Whereas plant and
animal mitochondria are supposed to have similar Ne, they strongly differ in mutation rate the
animal mitochondria having a much higher mutation rate than that of the plant ones.
Consistent with Lynch’s hypothesis, animal mitochondrial genomes are much smaller than
plant mitochondrial genomes, which include a large fraction of intergenic DNA (Lynch et al.
2006, Lynch 2006). Using an evolution in silico approach, it has been shown that the fraction
of non-coding DNA in a genome is correlated with the mutation rate (especially the rate of
rearrangements) in a bacteria-like system (Knibbe et al. 2007). We have also shown that an
increase in mutation rate could also affect the number of genes in a genome (Marais et al.
2008). In very large populations, the efficacy of selection will depend on the ratio s/u
(s=selection coefficient and y=mutation rate) and an increase in u will make selection on
genes with small s inefficient. A modest increase in mutation rate (x10) can result in the loss
of 30% of the genes (Marais et al. 2008). The effect of mutation rate on other genomic
features (protein evolution, codon usage) has not been modeled. But following Marais et al.

(2008), an increase in mutation rate should reduce both selection on proteins (especially at



codons with small effect on fitness, i.e. small s) and selection on codon usage. However,
further work is needed to check this.

The question of the loss of DNA repair genes in the reduced P. marinus lineage is a
puzzling one. It has been shown that loosing DNA repair genes and increasing mutation rate
can be advantageous for a bacterial population undergoing a change in the environment (and
the need to adapt) since it will increase the rate of beneficial mutations (Taddei et al. 1997,
Tenaillon et al. 1999, Sniegowski et al. 2007). But once the adaptive event has passed,
selection will favour bacteria with reduced rate of deleterious mutations and the mutation is
expected to decrease, which is actually observed in nature (Denamur et al. 2000). Why the
reduced strains have maintained such a high rate of mutation for so long is puzzling. One
possibility is that re-gaining DNA repair genes may be difficult for those bacteria. However, it
seems that horizontal gene transfer has repeatedly occurred in the evolutionary history of the
reduced P. marinus strains (Lindell et al. 2004, Coleman et al. 2006). Another possibility is
an ever-changing environment with an ever-changing need to adapt and maintain a high
mutation rate. Interestingly, it has been shown that such evolutionary dynamics can select
very high mutation rates that may be disadvantageous in the long run and may lead to
extinction in some circumstances (Gerrish et al. 2007). A possibility for such an ever-
changing environment is a very fast evolutionary arm race between phage and bacteria, which
we know would favour high mutation rate (Tenaillon et al. 1999). However, we have no

indication phage pressure is particularly strong on reduced P. marinus strains.

Implications for the evolution of genome size in bacteria

It has been proposed that genetic drift is the main determinant of genome size in
bacteria (reviewed in Lynch 2006, 2007). A recent analysis in bacteria has shown that this is
supported by the data (Kuo et al. 2009). Within bacteria, genetic drift strongly affects genome
size: low Ne results in loosing genes, accumulating deletions (the most common indels in
bacteria) and getting a small genome. This relationship still holds when endosymbionts are
removed from the dataset suggesting this is not explained only by this peculiar lifestyle. In
this analysis, P. marinus is clearly an outlier (Kuo et al. 2009). Genome reduction in this
cyanobacteria does not seem to follow the general trend and is probably not associated to
genetic drift only. An unusually high mutation rate may explain genome reduction in
Prochlorococcus. Further investigation is needed to confirm association between genome
reduction and high mutation rate and also to identify the precise mechanism underlying

genome reduction in this bacteria (Muller’s ratchet, mutation pressure, other).
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Tables

Table 1: Comparison of dN/dS ratios in normal versus reduced P. marinus strains taking

codon usage bias into account.

Dataset Branch model 4 ratios LRT (statistical test
for differences
between w1 and w2)

All genes (n=51) w0=0.1051 p <10*
wl1=0.1081
2= 0.0630
3= 0.0009

Low codon usage bias (n=26) w0=0.0866 p=0.0121
wl=0.0771
2= 0.0633
3= 0.0009

Very low codon wusage bias | w0=0.0857 p=0.0483
(n=13) w1=0.0640
®2=0.0792
®3=0.0011

High codon usage bias (n=26) ®0=0.1029 p<l10*
wl=0.1281
2= 0.0605
®3=0.0008

Very high codon usage bias | w0=0.0961 p <10*
(n=13) wl=0.1340
2= 0.0559
®3=0.0009

w= dN/dS. 0: outgroups, 1: normal P. marinus strains, 2: reduced P. marinus strains, 3:
ancestral branch. LRT = likelihood ratio tests. Simpler models with just 1, 2 or 3 ratios are
significantly less likely than a model with 4 ratios as presented here. The comparison between
a model with 4 ratios (w1=w2) and a model with 3 ratios (w1=w2) to test whether reduced and
normal strains have different dN/dS is shown in the last column. All analyses were done on

combined data.



Table 2: dN/dS analysis to distinguish positive selection and reduced selection in the reduced

P. marinus strains

Dataset* Analysis Results LRT
All genes Branch-site P=6% p=0.17, not significant
(test for positive | w=1.19666
selection in 1) No positive selection
All genes Clade model P’=37% p<l10*
w0=0.26186
w1=0.25022 Significant improvement
2= 0.12240 of purifying selection in
®3=0.03385 2 versus 1
Very low codon | Branch-site P=6% Not necessary
usage bias (test for positive w=1
selection in 2) No positive selection
Very low codon | Clade model P’=45% p <10*
usage bias ®0=0.18109
wl=0.12548 Significant reduction of
®2=0.12858 purifying selection in 2
®3=0.03891 versus 1

w= dN/dS. 0: outgroups, 1: normal P. marinus strains, 2: reduced P. marinus strains, 3:

ancestral branch. LRT = likelihood ratio tests. All analyses were done on combined data.

P=fraction of codons under positive selection in the tested lineage, dN/dS ratio of these

codons is provided. P’=fraction of fast-evolving codons in the tested lineages, dN/dS ratio of

these codons for all tested lineages is provided. For the branch-site, LRT is comparing a

model with estimated w for positively selected sites with a model where w is set to 1. For

clade model, LRT is comparing a model with a category for codons evolving differently

among species (with different dN/dS ratios) and a model with no such codons.




Table 3: Global and site-by-site dN/dS analysis of core genes versus lost genes

Analysis Core genes Lost genes
Branch Model (1 ratio) 0=0.0495 w=0.0825
Site Model (M1a)* P0=0.84797, ®0=0.02894 P0=0.77335, ®0=0.04094

P1=0.15203, w1=1

P1=0.22665, w1=1

Site Model with selection on

codon usage (FMutSel)**

P0=0.85024, ®0=0.03125
P1=0.14976, w1=1

P0=0.77594, ®0=0.04111
P1=0.22406, w1=1

w= dN/dS. P=proportion. 0: sites under purifying selection, 1: sites evolving neutrally. LRT =

likelihood ratio tests. All analyses were done on combined data. Very similar results were

obtained for a larger set of lost genes (n=37, see Material and Methods).

*a LRT between M1a and M2a (site category with w > 1) is not significant

** a LRT between FMutSel (2 site categories) and FMutSel (3 site categories including a site

category with w > 1) is not significant; a LRT between FMutSel and FMutSelO (no selection

on codon usage) is significant, p < 10™




Figures and legends

Figure 1: Phylogenetic tree of Prochlorococcus marinus strains and statistics on their
genomes. This tree has been built using the 51 orthologous genes shared by all species
identified in this study (see Material and Methods) with Seaview (Gouy et al. 2010) using
PhyML with GTR+y. Reduced P. marinus strains are in red, other P. marinus are in blue and
Synechococcus sp. (outgroups) are in black. The numbers denote the groups studied in the
dN/dS analysis. Data on genomes comes from NCBI and ecological data comes from Kettler

et al.2007. HL=High light zone (near the surface), LL=Low light zone (deeper waters).

Figure 2: Comparison of codon usage bias between a reduced strain (MED4) and a
normal strains (MIT9313). We used 51 orthologous genes in all P. marinus and our two
Synechococcus sp. (see Material and Methods). Codon usage bias is measured by the
frequency of optimal codons (Fop) in the coding sequences. The list of optimal codons have
been obtained using a standard WCA analysis (see Material and Methods) and includes the
following codons: AAC, AAG, ACC, ACG, AGC, ATC, CAC, CAG, CCC, CCG, CGC,
CGG, CTC, CTG, GAC, GAG, GCC, GCG, GGC, GTG, TAC, TCC, TCG, TGC, TTC. All
the optimal codons are GC-ending codons. The spearman non-parametric correlation

coefficient is -0.27 and is not significantly different from O (p=0.98). The line Y=X is shown.

Figure 3: Relationship between codon usage bias (Fop) and the ratio of dN/dS in reduced
versus normal P. marinus strains (o, /m,). Both parameters have been estimated
independently for all the 51 orthologous genes. The Fop values correspond to the mean of
Fop in MIT9313, MIT9303 and both Synechococcus sp. strains. dN/dS ratio have been
estimated by branch model analysis (two different ratios for P. marinus strains with reduced
genomes and other P. marinus strains) with codeml (see Material and Methods). The
spearman non-parametric correlation coefficient is -0.48 and is significantly different from O

(p< 107).
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ABSTRACT

The tremendous diversity of proteins is classically seen as resulting primarily from the
combination of a few thousand primary domain types through domain shuffling.
However most genomes also contain orphan genes with no resemblance to anything in
the known protein universe, which points to a completely different source of protein
diversity. In order to determine the importance of domain shuffling in protein
innovation, we used Bayesian network analysis and derived evolutionary scenarios for
both protein and domain families. We show that domain shuffling only explains a
minority of protein innovations throughout the history of life. This points to an
evolution of protein modules considerably more dynamic than previously envisioned,
with a high turn-over of novel protein modules being the major drive of protein
innovation.



The development of genomics has initiated the revision of several paradigms, from the
definition of the gene (1) to the representation of life's genetic diversity (2,3). As a
mechanism generating protein novelty, the theory of domain shuffling has received
tremendous support from comparative genomics (4,5), and the immense diversity of
proteins is classically seen as resulting mostly from combinatorial arrangements of a few
thousand primary domain types (6). However, most genomes contain significant numbers
of orphan genes that cannot be explained by the shuftling of preexisting domains (3,7). This
raises the question whether the modular nature of proteins is the major source of their
diversity. Here we use Bayesian network analysis to systematically derive evolutionary
scenarios for proteins and their constituent modules in a full phylogenetic framework. This
allowed us to characterize the emergence of novel proteins in terms of modular
arrangements and novel protein modules. Contrary to common belief, we find that module
shuffling is not the major process responsible for protein diversification. We explain why
this was not apparent in previous studies that relied on manually curated protein domain
family databases. We conclude that the protein domain repertoire is much more dynamic
than hitherto envisioned and that protein domain innovation, not domain shuffling, has been
the major drive of protein innovation throughout the history of life.

In the absence of structural information, modular proteins are better described as an
assemblage of evolutionary modules than of structural domains. While comparative
genomics has established the role of duplication, insertion, deletion, fusion and fission in
the evolution of proteins (4,8,9), the possibility that the repertoire of elementary modules
has been diversifying throughout the evolution of life has received little consideration.
Understanding the relative contributions of these processes in the expansion of the protein
universe requires a proper phylogenetic framework. Based on a consensus phylogeny of
170 completely sequenced genomes spanning the three domains of life, we were able to
independently reconstruct ancestral repertoires of proteins and evolutionary modules for
every node of the phylogenetic tree using a Bayesian network model (/0-72). In contrast to
maximum parsimony (13,14), this method allows each branch of the tree to have its own
probability of gene (or module) loss and gain, and therefore adequately accounts for
processes of genome reduction and expansion that are known to vary widely (12,15).
Protein and module repertoires of extant organisms were derived respectively from gene
families of the HOGENOM database (716) and domain families of a reclustered version of
the ProDom database (12,17). A decisive advantage of using these databases lies in their
inherent comprehensive coverage, providing systematic access to all protein families or
modules demonstrable from genomic sequences even when they have not yet been
characterized. For each of these families, a scenario of gain, loss, and lateral gene transfer
(LGT) was reconstructed and a most likely repertoire of genes and modules could be
deduced for each node of the tree. The subsequent mapping of protein modules onto gene
families established a correspondence between these scenarios, which could be readily
interpreted in terms of processes of protein evolution. For each protein family originating at
a node of the tree, we asked whether its component modules could be found elsewhere.



Protein modules were considered as innovated at this node if they could not be found in the
parental node nor in other clades, which is conservative because it also excludes potentially
novel modules that have been subsequently subject to LGT. Innovated proteins were
classified as completely innovated when all its modules were innovated: both protein and
its modules were new at this node. In contrast, when all modules were ancestrally present
or found in other clades, the protein was considered as a rearrangement of preexisting
modules, otherwise it was tagged as partly innovated.

The relative importance of these different types of innovation throughout evolution is
shown in Fig. 1, where branch lengths represent numbers of events. Not surprisingly, the
eukaryotic part of the tree presents rates of innovation typically an order of magnitude
higher than the prokaryotic parts. This may be due to a combination of biological reasons
(18) and over-annotation of potential protein-coding genes (/9). However our sample of
eukaryotic species was too small to further investigate this question here. Therefore in what
follows we specifically focus on prokaryotes that are much better sampled and for which
gene prediction methods are robust. Overall, innovated proteins represented 21% of a
species repertoire at a given node. Innovation appeared significantly higher in extant
species (26%) than in ancestral species (11%), suggesting that a large fraction of novel
genes observed in current genomes may have little evolutionary prospect. In extant species
12% to 83% of innovated proteins are orphans, i.e. they share no detectable homology with
proteins from other genomes at the module level, even though a majority of these orphan
genes is thought to be functional (20). Although these general tendencies depend on the
overall structure of the dataset, the relative proportions of different innovation mechanisms
show a striking pattern: the proportion of innovated proteins composed of only new
modules is much higher (56%) than those resulting from module shuffling only (20%). In
other words orphan proteins dominate protein innovation, not module shuffling, which is
conspicuous both for recent and ancestral protein innovations (Fig. 1C-D and Fig. S4).

A clear definition of what we mean by module innovation is required here to further
interpret these results. We consider that appearance of a module should be seen as
innovation when it results from a sudden evolutionary change. The formation of a coding
sequence from non-coding DNA, as well as the sudden increase of evolutionary rate or the
frame-shift of a previously coding gene are, according to this definition, genuine
innovations. In contrast constitutively fast evolving sequences, for which homologs are
difficult to detect, should not be seen as innovated. To measure the effect of fast evolving
genes on our estimates of domain innovation, we compared, for different pairs of species,
the evolutionary rates of modules innovated in their common ancestors with those of
ancient module families that originated in the Last Universal Common Ancestor (LUCA).
An example of the distributions obtained is plotted in Fig. 2. As expected, modules that
originated at LUCA evolve more slowly than more recent modules (2/). However the
distributions strongly overlap: over 78% of the modules originating at recent nodes evolve
more slowly than the 5% fastest modules detected in LUCA. This proportion increases for
modules originating at deeper nodes (Table S2). Therefore homologs to such modules
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would be expected to be detected even after several billion years of evolution: although a
fraction of innovated modules may be false positives, the majority of these innovation
events cannot be explained by high constitutive evolutionary rates.

Throughout the evolution of life, protein modules appear to have originated continuously
(Fig. 1B) and the vast majority of innovated proteins arose through generation of novel
protein elements rather than through reassortment of preexisting modules. This view differs
from previous studies suggesting that most of the protein universe can be described as
combinations of a few thousands of distinct module types (4,6). These analyses were based
mainly on curated protein families derived from either sequence comparisons (22,23) or
protein structures (24,25). When restricting our dataset to domains represented in these
databases, our approach also supports a predominant role of module shuftling in the origin
of protein novelty (Fig. 3B-C). However, a significant fraction of both protein and domain
diversity is then neglected. For instance the Pfam-A database covers 51% of the residues
from 73% of all proteins in the UniProt database (23). Therefore most frequently occurring
protein modules are well represented in these curated databases, but half of the protein
universe remains uncharacterized. This blind spot becomes even wider when considering
protein families: 67% of all prokaryotic protein families have no match with Pfam-A
(Fig. 3B). Therefore automated protein clustering methods such as implemented in ProDom
are essential tools to illuminate the entire protein module repertoire.

A dynamic view of protein module innovation emerges when this extensive repertoire is
taken into consideration: protein innovation is an active ongoing process, with an average
of 11% of protein modules in extant prokaryotes having emerged very recently (Table 1). A
significant percentage of these protein modules (3.3%) is used in at least two different
modular arrangements showing that, although recent, they have been successfully recruited
by other novel proteins. This percentage increases to 21% for more ancient modules and up
to 69% for protein modules tracing back to LUCA, so that this versatility can be seen as an
indicator of evolutionary success (see also Fig. S3). The fact that contemporary organisms
contain many more novel proteins and protein modules than inferred in ancestral species
(Figs. 1 and 3A) indicates a high turn-over of protein innovation. While long-term selection
or mutational drift is expected to eliminate a majority of these innovations, the minority
that withstands selection has a profound influence in reshaping protein repertoires. Indeed
almost half of the protein modules in extant prokaryotes are ancestral, clade-specific
innovations that appeared after LUCA (Table 1). We conclude that the protein module
repertoire is much more dynamic than previously thought and that the novel protein
modules generated by this dynamics is the major drive of protein innovation. We anticipate
that these novel protein modules will exhibit a broad range of novel structural features, as is
already becoming apparent from structural genomics projects (26). A major challenge will
now be to identify the genomic mechanisms responsible for the generation of this diversity.
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Table 1. Extent of protein innovation in prokaryotic organisms. Frequencies are
expressed as percentages of protein families or module families found in extant organisms
that are most recent (associated with only one leaf of the species tree), intermediary
(innovated at an internal node) or trace back to LUCA. Frequencies are averaged over 161
prokaryotic species. Full distributions are available in Fig. S2.

Most recent Intermediary Ancient (LUCA)

Protein families 26% 50% 24%
Protein modules 11% 48% 41%



Figure legends

Figure 1. Pervasive innovation of proteins and protein modules throughout phylogeny.
In these phylogenetic trees, branch lengths reflect numbers of innovated families of
different types: (A) protein families from HOGENOM (16); (B) protein module families
from reclustered ProDom (77); (C) entirely novel proteins; (D) proteins that arose by
shuffling of preexisting protein modules; (E) partly innovated proteins combining novel and
preexisting modules. Color codes in (A) and (B) correspond to the following clades
(anticlockwise): Archaea, yellow; Eukaryota, mauve; Aquifex aeolicus, pink; Deinococcus,
purple; Thermotoga maritima, green; Spirochaetales, light blue; Rhodopirellula baltica,
ochre; Firmicutes, light green; Bacteroidetes, brown; Fusobacterium nucleatum, red;
Chlamydiales, orange; Actinobacteria, blue; Cyanobacteria, dark green; Proteobacteria,
magenta. Eukaryotic parts of these phylogenetic trees were downscaled by the indicated
factor for legibility. In this representation the tree has been rooted at the middle of the
bacterial branch. Scale bar corresponds to 500 families.

Figure 2. Distribution of similarity scores of recent vs ancient protein modules.
Similarity scores were calculated from alignments of orthologous protein modules in
Escherichia coli and Salmonella typhi (see Table S2 for other pairs of species). The
distribution for relatively recent modules inferred to have originated in their last common
ancestor is shown in blue, while that for ancient modules tracing back to LUCA is shown in
red. The dashed line corresponds to the first 5% quantile of ancient module similarity
scores. The strong overlap between these distributions shows that the majority of module
innovations cannot be explained by a constitutive fast rate of sequence divergence.
Therefore they correspond to bona fide protein module innovations.

Figure 3. Distribution of protein innovation in ancestral and contemporary species.
Completely innovated, partly innovated and module shuffled proteins are indicated in red,
blue and green respectively on the basis of (A) reclustered ProDom, (B) Pfam-A and (C)
SCOP family homology (per species distributions are available in Fig. S4). Protein families
from HOGENOM not containing any module from the corresponding database are
indicated in gray. In each panel the left and right bars correspond to ancestral and
contemporary prokaryotic species, respectively, as symbolized below each bar.



Fig. 1. Pervasive innovation of proteins and protein modules throughout phylogeny
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Fig. 2. Distribution of similarity scores of recent vs ancient protein modules
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Fig. 3. Distribution of protein innovation in ancestral and contemporary species
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METHODS
Source of protein and domain families

We used HOGENOM () release 3 and the complete genome section of ProDom (2) release
2005.1 to define protein and module families, respectively. The overlap of the two databases
defined a set of 170 fully sequenced genomes spanning the three kingdoms of life (9
Eukaryota, 19 Archaea and 142 Bacteria; Table S1). In HOGENOM full-length proteins are
grouped by single linkage clustering on the basis of extensive protein similarity covering at
least 80% of protein length, so that distinct modular arrangements cluster into different
families. In contrast, ProDom comprises elementary protein modules defined through a
procedure of local similarity search and clustering of homologous protein regions. The
stringent PSI-BLAST 10 E-value cutoff that is used in the construction of ProDom tends
to subdivide families into subfamilies, which was not desirable for the present work. We
therefore used a Markov clustering procedure (3) to recluster ProDom module families on
the basis of a sensitive PSI-BLAST search (E-value=107; sequence span above 80%).
ProDom clusters were mapped onto HOGENOM families by PSI-BAST at the same E-
value threshold. In case two matches overlapped by more than 20 aminoacids, priority was
given to the ProDom cluster with the highest number of domains, resulting in a linear
arrangement of ProDom clusters characteristic of each protein family from HOGENOM.

Inference of evolutionary scenarios

The phylogenetic tree relating the 170 genomes was taken from the NCBI taxonomy (4)
with minor modifications (Fig. S1). Phylogenetic profiles of protein families and protein
modules were derived from the corresponding species inventories from HOGENOM and
ProDom clusters, respectively. Each node of the phylogenetic tree was associated with two
possible states — either presence or absence of a protein or protein module in the
corresponding ancestral species. Evolution of each family was modeled (5) using a
Bayesian network (6) based on this tree, with conditional probabilities for gain and loss
associated to each edge and non-conditional probabilities associated to the states of the root
LUCA. Bayesian tree models for protein and protein module families were implemented
using the Bayesian Network Toolbox (7) for MATLAB (The MathWorks, Inc.). Conditional
and non-conditional probabilities were estimated by the EM algorithm (8§) so as to
maximize the likelihood of the observed occurrences over a set of 10,000 randomly drawn
families from HOGENOM and ProDom clusters, respectively. The resulting Bayesian tree
models allowed us to infer the most probable evolutionary scenario for each protein family
and protein module family using the junction tree algorithm (6,7), predicting its pattern of
occurrence in ancestral species. Conversely the most probable protein and protein module
repertoires were inferred for each ancestral species as the unions of all proteins and protein
modules respectively, predicted to be present from the previous analysis (Figs S5-S13).

This Bayesian network methodology appears to be a useful generalization of classical
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parsimony. Indeed parsimony analysis uses a uniform value for gain and loss penalties,
which corresponds to a special configuration of the Bayesian network with uniform gain
and loss probabilities. Note however that applying parsimony results in empirical
frequencies of gene gain and loss that vary widely (9), which contradicts the use of uniform
probabilities. We used the Likelihood Ratio Test (70) to verify whether the much larger
number of parameters in the full Bayesian network is justified by the data, a set of 10,000
randomly drawn protein families. Let L, and L, be the maximum likelihoods obtained with
the parsimony model and the full Bayesian network model, respectively, and £ the
difference between the numbers of parameters in these nested models. Under the null

L
hypothesis of the parsimony model, the test statistic —21nf0 will asymptotically follow
1

a y° distribution with k degrees of freedom (k=578). The null hypothesis was
unambiguously rejected by this test when applied to protein family data (y° =19,462;
P-value = 0), which justifies the use of the full Bayesian network model.

Detection of recent vs. ancient protein modules

Similarity scores were calculated for orthologous protein modules found in pairs of closely
related species: Methanosarcina mazei vs. Methanosarcina acetivorans, Mycobacterium
avium vs. Mycobacterium tuberculosis, Bacillus cereus ATCC10987 vs. Bacillus anthracis,
Escherichia coli K12 vs. Salmonella typhi ATCC700931. Orthologous module pairs were
extracted from orthologous proteins as detected with TreePattern (7/). The Jones-Taylor-
Thornton (J77) distance (12) was calculated with ProtDist (73). Similarity scores were
taken as the expected numbers of identical residues /.exp(—J7TT) in each pairwise
alignment of length /. The distributions of these scores were compared between relatively
recent modules and ancient modules tracing back to LUCA and were always found to
overlap strongly (Table S2). In all cases of module innovation reported, we verified the
absence of detectable homologs in other clades, so that protein modules were
conservatively not considered as innovated in case of LGT.
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Fig. S1. Phylogenetic tree of the 170 species used in this study. Colors used are the same
as in main text Fig. 1: Eukaryota, mauve; Aquifex aeolicus, pink; Deinococcus, purple;
Thermotoga maritima, green; Spirochaetales, light blue: Rhodopirellula baltica, ochre;
Firmicutes, light green; Bacteroidetes, brown; Fusobacterium nucleatum, red,
Chlamydiales, orange; Actinobacteria, blue; Cyanobacteria, dark green; Proteobacteria,
magenta; Archaea, yellow. Blue dots correspond to nodes analyzed in Table S2.

This figure corresponds to the figure C.2 of the manuscript.

Figure S2. Extent of protein innovation in prokaryotic organisms. Histograms of the
proportions of protein families (A) or protein module families (B) found in extant
organisms that are most recent (dark gray, left panels), intermediary (gray, middle panels),
or trace back to LUCA (light gray, right panels). Distributions are computed over 161
prokaryotic species.
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Fig. S3. Versatility of recent vs. ancient protein modules. Histograms of protein module
versatility, defined as the number of different module arrangements in which a module
participates. Histograms are given for module families that are most recent (dark gray),
intermediary innovations (gray), or trace back to LUCA (light gray).
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Fig. S4. Distributions of the different types of protein innovation per species.
Distributions of relative frequencies are reported for completely innovated, partly innovated
and module shuffled proteins in red, blue and green respectively. Distributions were
computed over 114 ancestral species (top) or 161 contemporary species (bottom), on the
basis of (A) reclustered ProDom, (B) Pfam-A and (C) SCOP family homology.
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Figures S5-S13. Evolution of (a) protein module repertoires and (b) protein family
repertoires. Pie chart areas reflect numbers of families inferred at each node. Families
inherited from the parental node are represented in gray. Gained families that can be found
in other clades are inferred as horizontally transferred and indicated in yellow. All other
families are predicted to be innovated. They are indicated in red for protein module families
(a) and in red, blue and green for protein families that were completely innovated, partly
innovated and module shuffled, respectively (b). For clarity the full phylogenetic tree
(Fig. S1) was split into several subtrees.

These figures correspond to figures B.3 parts A and B in the manuscript.

Table S1. List of the 170 species used in this study. TaxIDs correspond to taxonomic
identifiers from the NCBI taxonomy.

This table corresponds to the table C.1 in the manuscript.

Table S2. Overlap between similarity scores of recent vs. ancient protein modules.
Similarity scores were calculated from alignments of orthologous protein modules in
different pairs of closely related species. Slow evolving modules are defined here as having
a similarity score larger than the 5% quantile of the distribution of similarity scores for
modules having originated at LUCA. The table reports the fraction of slow evolving
modules having originated at increasingly ancient nodes (indicated by blue dots on
Fig. S1). This proportion tends to increase for deeper nodes, making estimates of module
innovation more conservative for ancient nodes.

This table corresponds to the table B.2 in the manuscript.



L’EVOLUTION MODULAIRE DES PROTEINES : UN POINT DE VUE PHYLOGENETIQUE

La diversité du monde vivant repose pour une large part sur la diversité des protéines codées dans les
génomes. Comment une telle diversité a-t-elle été générée ? La théorie classique postule que cette diversité
résulte a la fois de la divergence de séquence et de la combinatoire des arrangements de protéines en do-
maines a partir de quelques milliers de domaines anciens, mais elle n’explique pas les nombreuses protéines
orphelines.

Dans cette these, nous avons étudié 1’évolution des protéines du point de vue de leur décomposition en
domaines en utilisant trois bases de données : HOGENOM (familles de protéines homologues), Pfam (fa-
milles de domaines expertisées) et ProDom (familles de modules protéiques construites automatiquement).
Chaque famille ’HOGENOM a ainsi été décomposée en domaines de Pfam ou modules de ProDom.

Nous avons modélisé 1’évolution de ces familles par un réseau Bayésien basé sur I’arbre phylogénétique
des especes. Dans le cadre de ce modele, on peut reconstituer rigoureusement les scénarios d’évolution les
plus probables qui refletent la présence ou 1’absence de chaque protéine, domaine ou module dans les es-
peces ancestrales. La mise en relation de ces scénarios permet d’analyser I’émergence de nouvelles protéines
en fonctions de domaines ou modules ancestraux. L’analyse avec Pfam suggere que la majorité de ces évé-
nements résulte de réarrangements de domaines anciens, en accord avec la théorie classique. Cependant une
part tres significative de la diversité des protéines est alors négligée. L’ analyse avec ProDom, au contraire,
suggere que la majorité des nouvelles protéines ont recruté de nouveaux modules protéiques. Nous discutons
les biais de Pfam et de ProDom qui permettent d’expliquer ces points de vue différents. Nous proposons que
I’émergence de nouveaux modules protéiques peut résulter d’un turn-over rapide de séquences codantes, et
que cette innovation au niveau des modules est essentielle a I’apparition de nombreuses protéines nouvelles
tout au long de I’évolution.

Mots-clefs : module protéique, domaine, réseau Bayésien, scénario d’évolution, réarrangement, innovation

A PHYLOGENETIC VIEW OF THE MODULAR EVOLUTION OF PROTEINS.

The diversity of life derives mostly from the variety of proteins coded in genomes. How did evolution
produce such a tremendous diversity ? The classical theory postulates that this diversity results both from
sequence divergence and from the combinatorial arrangements of a few thousand primary protein domain
types. However this does not account for the increasing number of entirely unique proteins as found in most
genomes.

In this thesis, we study the evolution of proteins from the point of view of their domain decomposition
and rely on three databases : HOGENOM (homologous protein families), Pfam (manually curated protein
domain families) and ProDom (automatically built protein module families). Each protein family from HO-
GENOM has thus been decomposed into Pfam domains or ProDom modules.

We have modelled the evolution of these families using a Bayesian network based on the phylogenetic
species tree. In the framework of this model, we can rigorously reconstitute the most likely evolutionary
scenarios reflecting the presence or absence of each protein, domain or module in ancestral species. The
comparison of these scenarios allows us to analyse the emergence of new proteins in terms of ancestral
domains or modules. Pfam analysis suggests that the majority of protein innovations results from rearrange-
ments of ancient domains, in agreement with the classical paradigm of modular protein evolution. However
a very significant part of protein diversity is then neglected. On the other hand ProDom analysis suggests
that the majority of new proteins have recruited novel protein modules. We discuss the respective biases
of Pfam and ProDom underlying these contrasting views. We propose that the emergence of new protein
modules may result from a fast turnover of coding sequences and that this module innovation is essential to
the emergence of numerous novel proteins throughout evolution.

Keywords : protein module, domain, Bayesian network, evolutionary scenario, domain shuffling, innovation
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