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Introduction a la Phylogénie Moléculaire
Manolo Gouy, laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive, UMR CNRS 5558 - UCBL

e Point de départ: un ensemble de séquences d’ADN ou de
protéines homologues et alignées.

o Résultat final: un arbre décrivant les relations évolutives
entre les séquences €tudiées

= une généalogie de s€quences
= un arbre phylogénétique

CLUSTAL W (1.74) multiple sequence alignment

Xenopus ATGCATGGGCCAACATGACCAGGAGTTGGTGTCGGTCCAAACAGCGTT---GGCTCTCTA
Gallus ATGCATGGGCCAGCATGACCAGCAGGAGGTAGC---CAAAATAACACCAACATGCAAATG
Bos ATGCATCCGCCACCATGACCAGCAGGAGGTAGCACCCAAAACAGCACCAACGTGCAAATG
Homo ATGCATCCGCCACCATGACCAGCAGGAGGTAGCACTCAAAACAGCACCAACGTGCAAATG
Mus ATGCATCCGCCACCATGACCAGCAGGAGGTAGCACTCAAAACAGCACCAACGTGCAAATG
Rattus ATGCATCCGCCACCATGACCAGCGGGAGGTAGCTCTCAAAACAGCACCAACGTGCAAATG

Kk kk Kk k) khkkk KkAhkkkkkhkkk kK * * kK * *x kk%k kK 1*
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FIGURE 1.—Map of the D. virginiana mitochondrial DNA
molecule. The location of origins of replication as well as the
identity and arrangement of the various genes were deter-
mined by comparison of published mammalian sequences.
Each tRNA is identified by its one-letter amino acid code. The
tRNAs for serine and leucine are further identified by their
codon family specificity. The ATPase6 and ATPase8 genes
overlap by 46 nucleotides.

Janke et al. (1994)
Genetics 137:243
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Congruent Mammalian Phylogeny from Molecular Data
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1.—Phylogencuc tree of placental mammals reconstructed using the program MrBayes from mitochondnal H-stranded protemin-coding genes

using ungapped first and second codon positions with the exclusion of Leu synonymous sites. Posterior probabilities (PP) supporting the tree nodes are
only reported when less than 100, Marsupialia and Monotremata were used as outgroups. The Iéngths of the branches are proporuonal to the number of

nucleotide substtutions per site.
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Minimum Evolution 82
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Fig. 1. Phylogenetic tree constructed by maximum likelihood from M6P/
IGF2R amino acid sequences. Bootstrap values showing statistical support
are given adjacent to each node. From the top: weighed maximum parsi-
mony, minimum evolution [Dayhoff et al. (1978) model with a I"-correc-
tion], and maximum likelihood [Dayhoff et al. (1978) model with distrib-

uted rates].

0.1 substitutions / site

Marsupials and Eutherians
reunited: genetic evidence
for the Theria hypothesis of
mammalian evolution.

Killian et al. (2001)
Mamm. Genome 12:513.
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA
Vol. 82, pp. 4443-4447, July 1985
Evolution

Mitochondrial origins
(Agrobacterium tumefaciens / Psendomonas testosteroni/ a purple bacteria /165 rRNA sequence/evolution)

D. YANG*, Y. Ovaizu*, H. Ovaizu*, G. J. OLsent, aND C. R. WoEse*$

4446 Evolution: Yang er al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985)

0.1 Agrobacterium tumefaciens

wheat mito. - MOUS® Mmito.
/ R Aspergillus niduians mito.
Pseudomonas testosteroni
Escherichia coli

0.1 Agrobacterium tumefaciens

FiG. 2. Phylogenetic trees of small subunit rRNA sequences. The evolutionary distances (estimated number of mutational events per
sequence position) between the nodes of the trees are reflected in their horizontal separation. The upper tree includes mitochondrial sequences
representing all of the eukaryotic kingdoms. Tree construction is based upon positions 6-63, 105-122, 240-254, 272-290. 310-315. 339-405.



HIV-1/M

HIV-1/M
—
0.1 HIV-1/N
SiVepzUS Origine du virus du SIDA
SIVcpzCam3
SIVcepzGab1
il cpz: chimpanzé --> HIV-1
HIV-1/0 . ..
agm: singe vert africain
SiVcpzAn .
Vi Ves mac: macaque
9 sm: Cercocebus atys --> HIV-2
SIVagmGri

syk: Cercopithecus albogularis
SiVagmTan lhoest: C. lhoesti

SlVmac sun: C. solatus
SIVsmPGm mnd: Mandrillus sphinx

HIV-2/A col: Colobus guereza
HIV-2/B

SIVsmSL92b
SIVsyk
SIVihoest
SIVsun
SIVmnd

SiVcol
8

Figure 1. Evolution of AIDS Viruses Sharp (2002) Cell 108:305
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Fig. 2. Evolutionary relationships
of members of the HIV-1/SIVcpz
lineage based on maximum-likeli-
hood phylogenetic analysis of full-
length Env protein sequences (52).
The three groups of HIV-1 (M, N,
and O) are indicated by brackets
at the right, as are five represen-
tative subtypes of the M group (A
through F). The SIVcpz strains
were isolated from either P. t.
troglodytes (P.t.t.) or P. t. schwein-
furthii (P.t.s.) animals. The scale
bar indicates 0.1 amino acid re-
placement per site after correction
for multiple hits (52).

Hahn et al. (2000)
Science 287:607
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Loss and recovery of wings
in stick insects

Michael F. Whiting*, Sven Bradlert & Taylor Maxwell:

Phylogeny of Phasmatodea on
the basis of molecular data.
Shown is the single
optimization alignment tree
based on 18S rDNA, 28S
rDNA and histone 3.
Nonparametric bootstrap
supports are given above each
node and partitioned Bremer
supports are below each node
in the order 18S/28S/H3.
Boxes at the end of nodes
represent wing character
states for males and females,
respectively.
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Nature (2003) 421:264



*Wing gain
A Wing loss
B Winged
B Wingless
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Oligotoma nigra
Teratembia n. sp.
Timema knulii
Oreophoetes peruana
Libethra regularis
Diapheromera sp.
Diapheromera femorata
Baculum thaii

Gratidia fritzschei
Sceptrophasma hispidula
S. langikawicensis
Baculini spec. indet.
Medauroidea extradentatum
Medaura sp.
Oncotophasma martini
Bacillius rossius
Carausius morosus
Eurycantha insularis
Phyllium bioculatum
Neohirasea maerens
Neohirasea sp.
Sipyloidea sipylus
Pseudodiacantha macklottii
Lopaphus perakensis
Lopaphus sphalerus
Phobaeticus heusii
Lamponius guerini
Dimorphodes prostasis
Tropiderus childrenii
Eurycnema goliath
Ctenomorphodes briareus
Extatosoma tiaratum
Anisomorpha ferruginea
Pseudophasma rufipes
Aretaon asperrimus
Sungaya inexpectata
Agathemera crassa
Heteropteryx dilatata
Haaniella dehaanii

Character mapping of wing

types on phasmid phylogeny.
Parsimony optimization
(ACCTRAN) of winged (blue)
and wingless (red) states for
male phasmids on the
optimization alignment topology.
This reconstruction requires
seven steps with four wing
gains and three losses;
DELTRAN optimization requires
five wing gains and two losses.
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Evolutionary transfer of the chloroplast tufA gene to the nucleus.

LETTERS TO NATURE

Gene Prolein
o F—-L Arabidopsis EF-Tu Nu Cp
21 - Chlamydomonas EF.-Tu Cp Cp
‘ 27 | L3 __ codiumEFTu cp Cp
42 = Euglens EF-Tu Cp Cp
X . Cyanophora EF-Tu Cp Cp
. 29 3 49 Anscystis EF-Tu cysnobacierium
| Escherichls EF-Tu eubscierium
46 Yhermus EF 1\ eubecierlum
L. Seccharomyces EF-Tu | Nu Mt
107 Methanococeus EF-1 wcheebacierium
L —2— Arabidopsis EF-1a "Nu oyt
48 39
- 2880cchoromym EF-ia Nu Cyt
28 [ Artemia EF-1a Nu Cyt
L35, Droeophils EF-1a Nu Cyt

12
Baldauf & Palmer (1990) Nature 344:262.



Arbre Phylogénétique

Branche Interne: entre 2 nceuds. Branche Externe: entre un nceud et une feuille

Les longueurs des branches horizontales sont proportionnelles aux distances évolutives
entre séquences ancestrales (unité€ = substitution / site).

Topologie d’arbre = forme de 1’arbre = ordre de branchement des nceuds

Branch
\ 0066 Gallus
0.01
 —
0.011
Rattus
Root 0.012
Mus
—@
0.025
0.038 | Bos
Node Homo

0.011 ‘\

Leaf
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Alignement et Gaps

e La qualité de I’alignement est essentielle : chaque colonne de
I’alignement (site) est supposée contenir des résidus homologues
(nucléotides, acides aminés) qui dérivent d’un ancétre commun.

==> Les parties non fiables de 1’alignement doivent €tre omises
du reste des analyses.

e La plupart des méthodes ne tiennent compte que des substitutions ; les

ogaps (événements d’insertion/d€létion) ne sont pas utiliseés.
==> |es sites contenant des gaps sont ignorés.

Achlya

Bremia
Dictyostelium
Entamoeba
Oxytricha
Theileria
Cryptosporidium
Plasmod-cyno
Schistosoma
Leishma-maj-4
Trypanosoma
Giardia-c
Eimeria-maxima
Caenorhabditis-BiP
Aplysia-BiP
Schizosacc-bip
Giardia-BIP
Spinacia-BiP

5E 5

Rl




Arbres racinés et non-racinés

e La plupart des méthodes phylogénétiques produisent des
arbres non racinés. La raison est que les méthodes
détectent des différences entre séquences, sans avoir le
moyen de les orienter temporellement.

* Deux fagons d’enraciner un arbre non raciné:

— Meéthode du groupe externe : inclure dans 1’analyse un groupe de
s€quences dont on sait a priori qu’elles sont externes au groupe
¢tudi€; la racine est sur la branche qui relie le groupe externe aux
autres séquences.

— Faire I’hypothese de ’horloge moléculaire : toutes les lignées sont
supposées €voluer a la méme vitesse depuis leur divergence; la
racine est au point de I’arbre équidistant de toutes ses feuilles.

15



Arbre non raciné

Hattus Gallus

Mus

Bos Xenopus

0.02

16



0.02

Arbre raciné

Gallus

— Rattus

- Mus

— Bos

- Homo

Xenopus
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Oryza  Saccharomyces

Prorocentrum Eucarya Phylogénie universelle
Tetrahymena

Crithudia

Drosophila

Homo

Déduite de la comparaison

Physarum Halococcus de séquences de SSU et
Halobacterium LSU rBNA (2508 sites
homologues) en utilisant la
Metl distance de Kimura a 2
© lanococc_us parameétres et la méthode
- Methanobacterium NJ.
.05
Desulfurococcus L’absence de racine de cet
arbre est exprimée par le
Thermoprotens graphisme circulaire.
Archaea
Bacteria Thermus
Streptomyces
Escherichia Anacystis

Pseudomonas Bacillus 12



Racinement par le centre: incorrect si fortes différences de vitesse entre
lignées

100 p Encephalitozoon cuniculi
| |
Microsporidia

Nosema apis

Entomophaga aulicae 7
Blastocladiella emersonii

Pneumocystis carinii

Cryptococcus neoformans Fungi
Schizosaccharomyces pombe

Saccharomycopsis fibuligera

98 - Candida albicans _
100—— Drosophila melanogaster
81 e Aedes albopictus
Caenorhabditis elegans
Herdmania momus

i 96 71 Latimeria chalumnae Metazoa
ml{i Xenopus borealis

Rattus norvegicus
9% . Homo sapiens

10— Palmaria palmata :I
L Gracilaria verrucosa Red algae

Analyse en distance de 42
Tribonema aequale séquences de LSU rRNA de
Scytosiphon lomentaria . . g ’
Och danic .
aioritspie Stramenopiles microsporidies et d’autres
eucaryotes.

Skeletonema pseudocostatum
Hyphochytrium catenoides

10— Tetrahymena thermophila m
Tetrahymena pyriformis
Euplotes aediculatus
Spathidium amphoriforme
Prorocentrum micans Alveolates
Theileria parva

Plasmodium falciparum
99 r Toxoplasma gondii

Neospora caninum

Chlorella ellipsoidea

Funaria hygrometrica

Gnetum gnemon

Ephedra distachya

Oryza sativa

Arabidopsis thaliana

J 1

Green algae plus land plants

Van de Peer et al. (2000) Gene 246:1



Nombre de topologies d’arbre binaires non racinés possibles

pour n taxa
—S5)!
N =3.5.7..2n-5)=_(2n=5)!
arbres 2n=3(n-3)!

n Narbres

3 1

4 3

5 15

6 105

7 945

10 2,027,025

20 ~ 2 x10%°




M¢éthodes pour la reconstruction
phylogénétique

Quatre familles principales de méthodes :
— Parcimonie
— Méthodes de distances
— Maximum de vraisemblance

— Méthodes bayesiennes (non présentées ici)

21



Pourquoi la parcimonie ?
Soit un caractere relevé dans 4 especes {1, 2, 3,4} et présentant les états {x,x,y,y}.

Quelle histoire évolutive a pu conduire a cet €tat final ?

Egalité par ascendance commune: 1 2 3 4
deux especes possedent le méme €tat de X X yy
caractere car elles 1’ont hérité sans le

transformer de leur dernier ancétre X

commun y

Y

Présence d’homoplasie: des états identiques sont observés bien qu’ils n’aient pas
€té hérités, inchangés, du dernier ancétre.

1 3 2 4 1 3 2 4
X Xy X AY
X réversion Y convergence
X Y
Y Y

Les scénarios homoplasiques demandent plus de changements au cours de
I’évolution. La parcimonie parie que convergences et réversions sont rares >
et recherche I’histoire qui demande le moins possible de changements.



Parcimonie (1)

Etape 1: Pour une topologie d’arbre donnée, et pour un site donné de
I’alignement, calculer, a I’aide de I’algorithme de Fitch, le plus petit
nombre total de changements dans tout I’arbre.

Soit d ce nombre total de changements.

A G G
AN P R ole
G G
o G G .
C A C A
X: ancestral nucleotide e : substitution event

Exemple: A ce site et pour cette forme d’arbre, au moins 3 substitutions sont
nécessaires pour expliquer le pattern de nucléotides présent aux feuilles de

I’arbre. Plusieurs scénarios distincts a 3 changements sont possibles.
23



Algorithme de Fitch : calcul du nombre minimal de changements

Raciner arbitrairement 1’arbre et calculer récursivement, a chaque nceud, deux objets:
* X: ensemble des résidus tous également possibles a ce nceud
e P: nombre minimal de changements dans le sous-arbre dont ce nceud est racine

1T cas: X, N X, n’est pas vide

VaEX NX,

oL:P, P,

2°me cas: X, N X, est vide

X, UX,, P+ P,+ 1

o:P+P,+1 B:P+P,+1

YoeEex,,
VpEX,
24

a:P, B:P, P, B:P,



Algorithme de Fitch (suite)

Initialisation du calcul récursif aux feuilles de 1’arbre
X={résidu présent a cette feuille}, P=0

{AT} A
Exemple T

{C},O {T} 90 {G} 90 {T} aO {A} ,O {A} 90 T25



Parcimonie (2)

e LEtape 2:
— calculer d (étape 1) pour chaque site de 1’alignement.
— Sommer les valeurs d pour tous les sites.
— Ceci donne la longueur L de I’arbre.

e Etape 3:
— Calculer la valeur L (étape 2) pour toutes les formes d’arbre possibles.
— Retenir I’arbre le plus court

= le (ou les) arbre(s) qui nécessite(nt) le plus petit nombre de changements
= le (ou les) arbre(s) le(s) plus parcimonieux.

26



Parcimonie : sites informatifs

Quelle que soit la topologie choisie,
\ / ce site contribue 1 pas
©Oxr— x—o@®
/ \ Ces sites ne contiennent pas d’information
favorisant certaines topologies d’arbre:ils

sont non-informatifs. Un site est informatif
si et seulement s1 au moins 2 états présents

@c x@ chacun au moins 2 fois.
\ / Quelle que soit la topologie choisie,
©x——  x —0—y(3) ce site contribue 2 pas

/\

27



Quelques propriétés de la Parcimonie

Conduit a des arbres sans racine.
Algorithme et principe généraux (ADN, protéines, morphologie)

La position des changements sur chaque branche n’est pas
unique => la parcimonie ne permet pas de définir la longueur des
branches de facon unique.

Plusieurs arbres peuvent etre également parcimonieux (méme
longueur, la plus petite de toutes).

I.e nombre d’arbres a tester croit tres vite avec le nombre de
séquences traitées:

La recherche de I’arbre le plus court doit €tre limitée a une
fraction de I’ensemble de tous les arbres possibles => On n’a
plus de certitude de trouver 1’arbre le plus court.

28



Exemple d’heuristique d’exploration de I’espace des topologies (PHYLIP)

» Définir un ordre, arbitraire, des séquences.

» Débuter avec les 3 premieres s€quences et 1’unique topologie possible; ajouter la
séquence suivante dans toutes les positions possibles sur 1’arbre courant; retenir la
meilleure position.

* Faire des réarrangements locaux: chaque branche interne définit 4 sous- arbres
C C

b
a, b, ¢, d et une topologie entre eux , >—< ; évaluer les alternatlves >-< ety

W‘

b d’

e Recommencer tant qu’il reste des s€quences a ajouter.

e Faire des réarrangements globaux: évaluer toutes les positions alternatives de
chaque sous-arbre de 1’arbre courant; s’arréter quand aucune alternative
n’améliore 1’arbre courant.

Ceci transforme un calcul impossible (toutes les topologies) en un calcul assez
rapide jusqu’a 20 ou 30 séquences. On répete souvent toute la recherche pour

plusieurs ordres initiaux.
29



Evolution of sociality in a primitively eusocial lineage of bees

Leioproctus sp. (Chile) Phylogeny of the halictid subfamilies, tribes, and
Conanthalictus wilmattae . .
355 LI P Colei e e genera. Strict consensus of six trees based on equal
54 98 I9:peng . ; . .
Rophitinae e 100 [——— Protodfourea parca weights parsimony analysis of the entire data set of
8 98 100, Xeralictus timberlakei - . A
& 100" Xeralctus bicusidariae three exons and two introns. Two regions within the
66 - p— " Sphecodosoma pratti .
Lo [0 Sretronia olaidons. introns were excluded because they could not be
72 1100 Dufourea novaeangliae . .
Nomiinae 100 L{g8 = Dufoursa melecothricis aligned unambiguously. Gaps coded as a fifth state or
] ekl . . . .
100 00— Ugestictiss (Rusirs) aosiraice according to the methods described in ref. 23 yielded
100 74 :100 gpmiate@razona(tja _ h . B 1 b h d
« s ge 70 | eunomia nevaaensis
. Nomioidinae " 166 Deoma rarasmos the same six trees. Bootstrap values above the nodes
. Augochioropsis metalica 7] Soltary, indicate bootstrap support based on the exons introns
100 100 [~ Megalopta genalis :| WERSAE) . .
o Augochlorini @ Lj Eg;gg;;{g;f;‘;ﬁg%ena Esmiacci data set. Bootstrap values below the nodes indicate
1 - .
” s T T Agepcatomontpor g support based on an analysis of exons only. For the
100 [ 100} = Rhinetula denticrus 3 . . .
Halictinae -2 " % Ly Drageposeron - 7y |3 exons 1introns analysis the data set included 1,541 total
H i h d t bl .y . . . . . .
% 9 Ruznhetaproima |3 aligned sites (619 parsimony-informative sites), the
29 188 ﬁzzﬁg:ggﬁzimgg g:;szlislilensis o trees ere 3 388 Ste S in len th
"l it o |2 WeIE SRS SRR AR
el 100 .84 i : S
Halictini = M e ey S
100 ' Sphecodes ra_nunculx . . .
100 9 I Solecotioamineg y Advanced eusocial insects, such as ants, termites,
96 L0 phiecodes cressomi cleptoparasitic . . . .
. . o ‘mfﬂg';‘;ﬁg?j;;fgg;ggs and corbiculate bees, cannot provide insights into
2 2100 ¢ ,igﬁ;z:.;;f‘g;ﬁ:zgzgggp }ﬁ_) the earliest stages of eusocial evolution because
1 0 100 ﬁﬂ‘ﬁéﬁﬁ%’.?&fﬁp‘rﬁg‘ﬁm@ 2 eusociality in these taxa evolved long ago (in the
Clades inferred to have % L5 g5 . (Halictus) quadricinctus Cretaceous) and close solitary relatives are no longer
a eusocial common 70, 74 '~—H.(Halictus) rubicundus S e
o7 o3 L. (Lasioglossum) athabascense | extant. In contrast, primitively eusocial insects, such
ancestor =5 94 == L. (Lasioglossum) scitulum = . . ! . . . . !
7 g | (sl nuecam g as halictid bees{ provide _|nS|ghts into the e.arl.y
Blpg— stages of eusocial evolution because eusociality has

arisen recently and repeatedly. I show that
eusociality has arisen only three times within halictid
bees.

Danforth, Bryan N. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 286-290

Copyright ©2002 by the National Academy of Sciences




Distance évolutive entre 2 séquences

Définition: la distance évolutive entre 2 séquences est le nombre total de
substitutions produites sur les 2 lignées depuis leur divergence divisé
par le nombre de sites comparés. Elle s’exprime en substitutions/site.

anceétre

Seql Seq2 A T A T A A

La distance €volutive n’est pas directement observable. Elle est supérieure a la
divergence observée entre séquences.

Des hypotheses de régularité du processus €volutif permettent de 1’estimer a
partir de quantités observables. 31



Calcul de la distance évolutive entre 2 séquences
selon le modele de Jukes et Cantor.

Hypotheses:
- toutes les substitutions sont équiprobables
- tous les sites évoluent indépendamment selon la méme loi
- la vitesse d’évolution est constante dans le temps
Donc ce modele se résume a un unique parametre
A\ = proba subst. 1 --> j par unité de temps

0 ancétre

Sous ce modele, la distance évolutive est :
t d(seq,seq,) = 2.3A.T =6AT

T seq; seq,

32



Distance de Jukes & Cantor (suite)

On va calculer Q(t) = proba qu’un site contienne 2 bases identiques a I’instant t

1
p—d

t i # ] 1 # ] 1

t+dt 1 i J ] Lo

Q(t+dt) = (1 - Qb)) (1 - 3Adt) Adt + (1 - Q(t)) Adt (1 - 3Adt) + Q(t)(1 - 3Adt)?
= Q(t) + 2 Adt - 8 A dt Q(t) - 6A%dt? + 15 A2 dt? Q(t)

Q(t) = lim (Q(t+dt) - Q(t) ) /dt = 2 A -8 A Q(t) Equation différentielle 1er ordre
dt-->0

On a négligé les scénarios a = 2 changements car « dt?.
Solution: Q(t) = 1-3/4)(1-¢e" 87‘t) avec condition initiale Q(0) =1.
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Distance de Jukes & Cantor (fin)

Soit P(t) = proba qu’un site homologue contienne 2 bases différentes

P(t) = 1-Q(0) = (3/4) (1-¢~ M) leg. 1]
En inversant [1] on obtient:
8\t =-1n(1 - (4/3) P(t) ) [eq. 2]

P(T) est estimable a partir de 2 séquences alignées :
P(T) = nbre de sites avec bases différentes / nbre de sites comparés

Sous le modele J&C, la distance évolutive est
d = 6AT
. =—(6/8) In(1 - (4/3) P(T))

*D’ou finalement :

°d=-(3/4) In(1 - (4/3)p)
*avec
*p = fraction observée de sites différents entre les s€quences

*In, logarithme népérien Y



Effet de la correction de Jukes & Cantor

p d
0.10 0.107
0.20 0.23
0.40 0.57
0.60 1.21
0.75 0




Distance évolutive selon le modele de Kimura a 2 parametres

Hypotheses:

- toutes les transitions sont équiprobables

- toutes les transversions sont équiprobables

- tous les sites €voluent indépendamment selon la méme loi

- la vitesse d’évolution est constante dans le temps

Ainsi, ce modele s’exprime a I’aide de 2 parametres, les taux de transitions et de
transversions par unité de temps

d(seql,seq2) =- (1/2)In[1 - 2P - Q] - (1/4)In[1 - 2Q)]

ol Kimura (1980)
JMolEvol 16:111

P = fraction de sites qui présentent une transition

Q = fraction de sites qui présentent une transversion
36



Variation de la vitesse d’évolution entre sites

-
llllllllllllllllllll
...........

| Small subunit
ribosomal RNA
(18S or 16S)

I -
:::::

- STRONGLY CONSERVED
| GENERALLY CONSERVED

. VERY VARIABLE
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Modélisation de la variation du taux d’évolution entre sites

Densité f(r) de la
distribution gamma:

_ 1 a-1 _-r/p
f(r)_—F(a)/a’a rte

o: parametre de forme
B: parametre d’échelle

moyenne: o3
variance: of3?

Frpqu enCcy

En phylogénie, utilisée
pour modéliser la
distribution des taux
d’évolution entre sites
avec B=1/a pour avoir
moyenne = |

variance = l/a

.06 ¥

0.04

(.02

it =115

La distribution gamma
n’a pas de justification
biologique, uniquement
commodité mathématique.

o = 20

/!

()

Pas de variation entre sites : limite o --> o




Calcul de distance évolutive avec variation du taux d’évolution entre sites

1. Sous le modele de Jukes & Cantor
Chaque site a la probabilité f,(r) que m; . ; = mr
ou f,, est la densité de la distribution gamma de parametre a et de moyenne 1
m taux moyen de substitution par base et par unité de temps

d(seq,,seq,) = %a[(l - 4P/3)_1/a - 1]

avec P = fraction observée de sites diffé€rents entre les 2 s€quences

2. Sous le modele de Kimura a 2 parametres
Chaque site a la probabilité f,, (r) que m.;= kmr (i->j transition) mr (i->j transvers.)
ou f,, est la densité de la distribution gamma de parametre o et de moyenne 1
m taux moyen de transversion par base et par unité de temps

-1/

(04 -1/a
d(seq,,seq,) = 2[2(1 -2P-Q) " +(1-20) " - 3] Jin & Nei (1990) MBE 7:82

avec P,Q = fraction observée de sites avec transitions et transversions
entre les 2 séquences 39



Construction d’arbres phylogénétiques par
méthodes de distances

Principe général :
Alignement de s€quences
Vv (1)
Matrice des distances €volutives entre paires de séquences

Vv (2

Arbre (non raciné)

(1) Mesure des distances évolutives.

(2) Calcul d’un arbre a partir des distances.

40



Correspondance entre arbres et matrices
de distance

* Tout arbre phylogénétique induit une matrice de
distances entre paires de séquences

e Une matrice de distances « parfaite » correspond a un
unique arbre phylogénétique

A B C

AN o
B  C - 5 30
tree - 430

distance matrix
41



Une (mauvaise) méthode : UPGMA

Human Chimpanzee Gorilla

Orang-utan  Gibbon

Human - 0.088 0.103 0.160 0.181
Chimpanzee ().094 - 0.106 0.170 0.189
Gorilla 0.111 0.115 - 0.166 0.189
Orang-utan  (.180 0.194 0.188 - 0.188
Gibbon 0.207 0.218 0.218 0.216 -
0.047 Human
0.009
0.047 :
0.037 Chimpanzee
0.056 :
0.014 Gorilla
0.093
Orang-utan
0.107

Gibbon

Proportion de
différences (p) (au
dessus de la
diagonale) et
distances de
Kimura a 2
parametres (d) (au
dessous) pour un
fragment d’ADN
mitochondrial (895

pb).

Arbre
UPGMA
résultant

d(Gibbon,[Human+Chimp]) = 1/2 [ d(Gibbon,Human) + d(Gibbon,Chimp) ] 4,



Exemple extréme de taux d’évolution variable entre
lignées

100 y Encephalitozoon cuniculi
|
Microsporidia Nosema apis

Entomophaga aulicae 7
Blastocladiella emersonii
Pneumocystis carinii
Cryptococcus neoformans Fungi
Schizosaccharomyces pombe
 Saccharomycopsis fibuligera

" Candida albicans . - Analyse en distance de 42
100 Drosophila melanogaster

il Aedes albopic 4
: Caonorh it seeals séquences de LSU rRNA de

92 .
Herdmania momus

. | 12r- Latimeria chalumnas Metazoa microsporidies et d’autres
100(~ Xenopus borealis
4E Rattus norvegicus Cucal'yotes.

9% . Homo sapiens
10— Palmaria palmata
L— Gracilaria verrucosa
Tribonema aequale s re s
Scytosiphon lomentaria Les distances ont été
Ochromonas danica

Nannochioropsis salina Stramenopiles corrigées pour la variation du

Skeletonema pseudocostatum .
Hyphochytrium catenoides J taux entre sites.
10— Tetrahymena thermophila m
Tetrahymena pyriformis
e EUplOtes aediculatus
Spathidium amphoriforme
Prorocentrum micans Alveolates
Theileria parva

Red algae

JL_J L

Plasmodium falciparum
99 r Toxoplasma gondii

Neospora caninum

Chlorella ellipsoidea

Funaria hygrometrica

Gnetum gnemon

Ephedra distachya

Oryza sativa

Arabidopsis thaliana

J 1

Green algae plus land plants

Van de Peer et al. (2000) Gene 246:1



UPGMA : propri€tés

UPGMA produit un arbre racin€ et des longueurs de
branches.

C’est une méthode tres rapide.
Mais UPGMA échoue si le taux d’évolution varie entre
lignées.

UPGMA n’aurait pas détecté 1’origine €volutive des
microsporidies parmi les champignons.

==> besoin de méthodes insensibles aux variations du taux
d’évolution.
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Matrice de distance -> arbre

A chaque arbre on peut associer une distance o entre séquences :

k 0im)y=0L+1.+1 +1

/1 e N 1 d(i,m) = distance mesurée
' entre les s€gqs 1 et m

Il est possible de calculer les valeurs des longueurs des branches qui
optimisent la ressemblance entre o et la distance évolutive d :
minimiser A = E (dx,y — (3x’y )2 Solution généra.le de ce probleme:

11 est alors possible de calculer la longueur totale de 1’arbre :
S = somme des longueurs de toutes les branches

forme d’arbre ==> «meilleures» longueurs des branches ==> longueur totale de 1’arbre
45



[La Méthode d’ Evolution Minimale

B Pour toutes les formes d’arbre possibles :

e  Calculer sa longueur totale, S

B  Choisir I’arbre dont la longueur S est minimale.

Probleme: cette méthode n’est pas réalisable en pratique avec plus de ~ 25
séquences.
=> une méthode approchée (heuristique) est nécessaire.

=> Neighbor-Joining est une heuristique de “Evolution Minimale”
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Neighbor-Joining : algorithme

B Etape 1: Utiliser les distances ¢ mesurées entre les N séquences

B Etape 2: Pour toute paire i et j: considérer la topologie en €toile suivante, et calculer S, ; ,
somme des “meilleures” longueurs de branches.

1 1 1
Sij =2(N—_2)E(dik + djk)+5dij + N_» Edkl

k=i k<l
- k= j k=i k= j
J [=i,l=j
B Etape 3: Retenir la paire (i,j) de valeur S; ; minimale. Grouper i et j dans I"arbre.
B Etape 4: Calculer de nouvelles distances d entre N-1 objets:

la paire (i) et les N-2 autres séquences : djx = (dix + djx) / 2
B Etape 5: retourner a I’étape 2 tant que N = 4.

Saitou & Nei (1987) Mol.Biol.Evol. 4:406 ; Studier & Keppler (1988) Mol.Biol.Evol. 5:729






Neighbor-Joining: calcul des longueurs des branches

Branches périphériques

i y Ly=(d;+d,-d,)
X z avecd,, = 1 d,
j N - 2 k=i

k= j

Branches internes

I
\ Z Lyy = L(ij)Y - dij/ 2

Y
k

49



Exemple d’arbre construit par Neighbor-Joining

100 p Encephalitozoon cuniculi

Entomophaga aulicae
Blastocladiella emersonii
Pneumocystis carinii
Cryptococcus neoformans
Schizosaccharomyces pombe

 Saccharomycopsis fibuligera
98 - Candida albicans
1007 Drosophila melanogaster
81 1 Aedes albopictus
Caenorhabditis elegans

92 .
Herdmania momus

96 71 Latimeria chalumnae
100(~ Xenopus borealis
Rattus norvegicus

9% . Homo sapiens
10— Palmaria palmata

L—— Gracilaria verrucosa
Tribonema aequale
Scytosiphon lomentaria
Ochromonas danica
Nannochloropsis salina
Skeletonema pseudocostatum
Hyphochytrium catenoides
10— Tetrahymena thermophila
Tetrahymena pyriformis
Euplotes aediculatus
Spathidium amphoriforme
Prorocentrum micans
Theileria parva

Plasmodium falciparum
99 r Toxoplasma gondii

Neospora caninum

Chlorella ellipsoidea

Funaria hygrometrica

Gnetum gnemon

Ephedra distachya

Oryza sativa

Arabidopsis thaliana

JL_J L

J 1

L
Microsporidia Nosema apis

Fungi

Metazoa

Red algae

Stramenopiles

Alveolates

Analyse en distance de 42
séquences de LSU rRNA de
microsporidies et d’autres
eucaryotes.

Les distances ont été
corrigées pour la variation du
taux entre sites.

Green algae plus land plants

Van de Peer et al. (2000) Gene 246:1



Matrice de distance -> arbre 4):

La méthode Neighbor-Joining (NJ): propriétés

NJ est une méthode rapide, méme pour des centaines de
séquences.

L’arbre NJ est une approximation de 1’arbre d’évolution
minimale (celuil dont la longueur totale est minimale).

En ce sens, NJ est tres similaire a la parcimonie car les
longueurs de branches représentent des substitutions.

NJ produit des arbres non racinés, qui doivent €tre racinés
par un groupe externe.

NJ trouve ’arbre vrai si les distances sont « arborées »,
méme s1 les taux varient entre lignées. Ainsi NJ est tres
performant si on I’applique sur des distances bien estimées.
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M¢éthode du Maximum de vraisemblance (1)
(programmes fastDNAml, PAUP*, PROML, PROTML, PhyML)

e Hypotheses

— Le processus de substitution suit un modele probabiliste dont on connait
I’expression mathématique, mais pas les valeurs numériques.

— Les sites évoluent indépendamment les uns des autres.
— Les sites évoluent selon la méme loi (on peut affaiblir cette hypothese).

— Les taux de substitution ne changent pas au cours du temps le long d’une
branche. Ils peuvent varier entre branches.

On va présenter cette méthode dans le cas simple du modele de Jukes & Cantor
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Méthode du Maximum de vraisemblance (2)

Application du modele de Jukes & Cantor a une branche évolutive

ancetre descgndant

taux de subst. A pendant t unités de temps

Nbre de subst. attendu sur la branche: 3 Az
On travaille avec [ = 3A¢ = ‘longueur’ de la branche

On peut montrer que :

Proba(desc =jlanc =1i) = (1/4)( 1 —e'l/3) Vizi
Proba(desc =i lanc =)= (1/4)( 1 + 3¢ ) Vi
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Méthode du Maximum de vraisemblance(3)

Modele probabiliste de

) 2 : , seq 2
I’évolution de séquences

[,, longueur de la branche b = nbre seq3
attendu de substitutions par site le
long de la branche

seq 4
[7

On sait calculer
P, .oh. »(v €n fin | x en début)

pour toutes bases x & y, toute branche b 54



Algorithme du maximum de vraisemblance (1)

» Etape 1: Pour une forme d’arbre racinée donnée, pour un site donné y, et
pour un jeu de valeurs des longueurs de branches donné, on calcule la
probabilité que le pattern de nucléotides observés a ce site ait évolué le
long de cet arbre.

S1,S2, S3, S4: bases observées au site y dans seq. 1,2,3,4
a, 3, v : bases ancestrales inconnues et variables
1,12, ... 16: longueurs des branches données

L(y) = 2 2 g2, Ponc(@) Pis(01,B) Pig(y) Py(B,S1) P(B.S2) Pi(r.83) Py(y,S4) &

ou P, (S7) est estimée par les fréquences moyennes des bases dans les s€quences.
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Algorithme du maximum de vraisemblance(2)

Calcul général de la vraisemblance d’un site

L(y)= Y P, (r=DL"(y)

IEB

avec y: site; B={A,C.,G,T}; r: racine; P__:proba ancestrales des bases;

anc

L' (y) : vraisemblance au noeud e de 1'arbre conditionnelle 2 base i & ce noeud

Définition récursive de L' (y)

. . . € J e,k
s1 e est un noeud interne : soient e, et e, ses 2 descendants

L0 = S S P, = jle =D (y)Ple, = kle =L ()

jEBKEB

si e est une feuille : e,l

L% 1 siiestla base au site y de la sequence e
YT 0 sinon
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Algorithme du maximum de vraisemblance(3)

e Etape 2: calculer la probabilit€ que les séquences
entieres aient évolué :

L =11L(y)
sites y
C’est la vraisemblance du modele. En pratique on
calcule log(L) = 2Zlog(L(y))

e Etape 3: calculer les longueurs des branches i1, 2, ...,
i6 qui correspondent a la valeur maximale de L.

e Etape 4: calculer la vraisemblance de tous les
arbres possibles. Retenir I’arbre associé a la plus
haute vraisemblance.
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Maximum de vraisemblance : propri€tés

C’est la méthode la mieux justifiée au plan théorique.

Des expériences de simulation de s€quences ont montré que cette
méthode est supérieure aux autres dans la plupart des cas.

Mais c’est une méthode tres lourde en calculs.

Il est presque toujours impossible d’évaluer tous les arbres possibles car
ils sont trop nombreux. Une exploration partielle de I’ensemble des
arbres est réalisée.

Souvent, on ajoute 1’hypothese que les vitesses d’évolution des sites
varient selon la distribution gamma de parametre de forme a et de
moyenne 1, et on estime la valeur o au maximum de vraisemblance.
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Fiabilité des arbres phylogénétiques: le
bootstrap

* L’information phylogénétique contenue dans un arbre non raciné réside
entiecrement dans ses branches internes.

-
N/ v/,
e ~,

internal branch separating group 1+4
from group 6+2+5+3

e Laforme de I’arbre est déterminée par la liste des branches internes.
e Evaluer la fiabilité d’un arbre = évaluer celle de chaque branche interne.
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Procédure de bootstrap

real alignment

1 N

SIS . 1168 = SETTES OF
toatategantotestaqtaooatat o internal branches

o acatot et ractant s ixooiat tree-building method

random sampling, with f jol each Interna
r O 1000 times branch, compute
replacement, of N sites } fraction of “artificial”

trees containing this

“artificial” alignments internal branch
1 N ¥
gatcagtcatgtataggtctagtggtacgtatat
t gtcatgtatggtgtatactggtacgtaat ——————————————— - b etifimin]?
S ot e e — artificial rees

tgacggtcatgtataggactactggtacgtatat e
tree-building method

Le soutien de chaque branche interne est exprimé en pourcentage de réplications.

60



Arbre "bootstrappé”

Gallus

0.02

Rattus

91(
Mus

46

L Bos

97

. Homo

Xenopus



Procédure de bootstrap : propriétés

e Les branches internes soutenues par = 90% des réplications
sont statistiquement significatives.

e La procédure de bootstrap détecte si les séquences sont
suffisamment longues pour soutenir un noeud donné.

e La procédure de bootstrap n’aide pas a déterminer si la
méthode de construction d’arbre est bonne. Un arbre faux
peut avoir un score de bootstrap de 100 % pour chacune de
ses branches !

62



Comparaison des performances des méthodes par
expériences de simulation de s€quences et d’arbres

0.14

0.13
|

P, PHYML

F, fastDNAml
L, NJML

D, DNAPARS
N, NJ

0.12
1

0.11

topological accuracy
0.10
1

0.09
1

5000 arbres aléatoires
40 taxons, 500 bases
pas d’horloge moléculaire

Niveau de divergence variable
K2P,a =2 |

0.08
1

0.07
1

Guindon & Gascuel (2003) Syst. Biol. 52:696-704 sequence divergence



Comparaison des temps d’exécution de divers algorithmes de phylogénie

TABLE1. Average run times for various methods. The computing times were measured ona 1.8-GHz (1 Go RAM) PC with Linux. For PHYML,
the number in parentheses is the average number of refinement stages.

Simulations Real data
Method 40 taxa (500 bp) 100 taxa (500 bp) 218 taxa (4,182 bp) 500 taxa (1,428 bp)
DNADIST+ NJ/BION] 0.3 sec 2.3 sec 50 sec 2 min, 19 sec
DNADIST+ Weighbor 1.5 sec 22 sec 4 min, 52 sec 58 min, 40 sec
DNAPARS 0.5 sec 6 sec 4 min, 4 sec 13 min, 12 sec
PAUP* 3 min, 21 sec 1 hr, 4 min
PAUP*+ NJ 1 min, 10 sec 22 min 10 hr, 50 min
MrBayes 2 min, 6 sec 32 min, 37 sec
fastDNAmI 1 min, 13 sec 26 min, 31 sec
NJML 15 sec 6 min, 4 sec
MetaPIGA 21 sec 3 min, 27 sec 4 hr, 45 min 9 hr, 4 min
MetaPIGA+ NJ 6 sec 23 sec 1 hr, 40 min 3 hr
PHYML 2.7 sec (6.4) 12 sec (8.3) 8 min, 13 sec (15) 11 min, 59 sec (13)

distance < parcimonie ~ PHYML << bayesien < MV classique
NJ DNAPARS PHYML MrBayes fastDNAml , PAUP*
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