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dans les grandes banques de familles de gènes.
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UFR de Médecine Lyon-Nord Directeur : M. le Professeur F. MAUGUIERE
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3 Le principe et le choix des méthodes à utiliser . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
3.1 La recherche de la famille à laquelle appartient la séquence requête . 51
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3.3 La reconstruction phylogénétique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58

ii



TABLE DES MATIÈRES
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Résumé

Le nombre de séquences génomiques disponibles augmente très vite du fait du
développement de méthodes de séquençage massif. La classification de ces séquences est
nécessaire et permet l’étude de leurs relations évolutives. Des outils bioinformatiques
automatisés sont indispensables pour effectuer ces opérations d’identification de façon
précise et rapide. Nous avons développé HoSeqI (Homologous Sequence Identification),
un système permettant d’automatiser l’identification de séquences dans de grandes
banques de familles de gènes homologues. HoSeqI propose une interface accessible sur
internet (http ://pbil.univ-lyon1.fr/software/HoSeqI/) afin d’identifier une séquence et de
visualiser l’alignement et la phylogénie obtenus. Un autre programme, dérivé d’HoSeqI,
a été implémenté pour l’ajout automatique de séquences génomiques aux banques de
familles. Enfin, un travail sur l’identification automatique de séquences bactériennes
d’ARN 16S et la détection de séquences chimères a été effectué.

Mots-clés : Identification automatique, similarité, alignement, phylogénie, chimère.
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Abstract

The number of available genomic sequences is growing very fast, due to the develop-
ment of massive sequencing techniques. Sequence classification is needed and contributes
to the assessment of their evolutionary relationships. Automated bioinformatics tools
are thus necessary to carry out these identification operations in an accurate and fast
way. We developed HoSeqI (Homologous Sequence Identification), a software environ-
ment allowing this kind of automated sequence identification using homologous gene
family databases. HoSeqI is accessible through a Web interface (http ://pbil.univ-
lyon1.fr/software/HoSeqI/) allowing to identify a sequence and to visualize obtained
alignment and phylogeny. We also implemented another set of programs - derivated from
the one used in HoSeqI - in order to automatically add genomic sequences to family
databases. At last, some developments aimed at automated identification of 16S RNA
bacterial sequences and detection of chimeric sequences.

Keywords : Automated identification, similarity, alignment, phylogeny, chimera.
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Introduction

Aujourd’hui, le nombre d’espèces connues (entre 1,5 et 1,8 millions) n’est pas déterminé
avec exactitude à cause des difficultés liées à la notion d’espèce. De plus, personne ne
sait exactement combien d’espèces existent et certains estiment ce nombre entre 8 et 12
millions (Wikipédia, 2006). L’étendue de la diversité des espèces vivantes n’est donc que
partiellement connue et de nombreuses espèces restent encore à identifier.

Le principe de l’identification consiste à déterminer à quel groupe d’espèces, un orga-
nisme analysé se rattache. Les méthodes traditionnelles d’identification utilisent la morpho-
logie et d’autres caractères phénotypiques pour différencier les organismes. Cependant, ces
techniques ne permettent pas systématiquement d’avoir une identification exacte et rapide,
et, dans certains cas, on ne dispose pas de caractères phénotypiques pour identifier toutes
les espèces. Le développement des méthodes moléculaires a permis de palier les limites
de l’approche phénotypique en comparant les séquences d’ADN des organismes étudiés
à celles d’espèces connues. Ces méthodes permettent de définir l’espèce d’une séquence
analysée sur la base de relations de parenté (relations phylogénétiques).

Au cours des dix dernières années, le séquençage d’ADN à grande échelle a permis
d’augmenter considérablement la quantité de données biologiques disponibles. L’identifi-
cation moléculaire manuelle de séquences devient alors trop longue et pénible à réaliser
pour de grands jeux de données. Il est donc nécessaire de mettre à disposition des bio-
logistes, des outils bioinformatiques afin de traiter automatiquement ces données. Par
exemple, un projet international réunissant un grand nombre d’organisations de différents
pays (Consortium Barcode of Life) a été mis en place dans le but d’appliquer le concept
de code barre génétique afin d’accélérer considérablement le rythme de l’inventaire de la
biodiversité, ainsi que de permettre à quiconque d’identifier des organismes sans ambigüıté.

Les outils dédiés à l’identification doivent utiliser des méthodes spécifiques aux données
analysées. L’objectif de ces travaux de thèse consiste à développer des outils permettant
l’identification automatique de séquences dans les grandes banques de familles de gènes
homologues. Nous avons également travaillé sur l’identification bactérienne et la détection
automatique de séquences chimères.

Ce document se compose de quatre parties. Dans la première, nous définissons le
contexte bioinformatique en introduisant les différentes notions de génétique et génomique
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puis nous expliquons comment il est possible de stocker et analyser des données biolo-
giques. Dans la deuxième partie, nous détaillons les différentes méthodes d’identification
ainsi que les outils existants. La troisième partie est consacrée à l’outil bioinformatique
développé, HoSeqI (Homologous Sequence Identification), qui permet l’identification au-
tomatique de séquences dans de grandes banques de familles de gènes homologues. Enfin,
dans la quatrième partie, nous décrivons deux autres applications basées sur les méthodes
utilisées dans HoSeqI : la première permet d’ajouter automatiquement toutes les séquences
de génomes à une banque de famille de gènes ; la deuxième est dédiée à l’identification bac-
térienne et intègre un module de détection automatique de séquences chimères.
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Chapitre 1

Le contexte bioinformatique

La bioinformatique est une discipline récente qui consiste à analyser l’information
biologique, essentiellement sous la forme de séquences biologiques et de structures de pro-
téines. Deux de ses principaux objectifs sont l’identification des gènes et la prédiction de
leur fonction, deux problèmes au centre de la génomique. La bioinformatique est constituée
en partie par l’ensemble des concepts et des techniques nécessaires à l’interprétation de
l’information génétique (séquences) et structurale (repliement 3-D). Cette discipline est
donc une branche théorique de la biologie. Son but est d’effectuer la synthèse des données
disponibles à l’aide de modèles et de théories, d’énoncer des hypothèses généralisatrices,
sur l’évolution des espèces par exemple, et de formuler des prédictions, comme la fonction
ou la localisation de gènes. Elle s’appuie, bien sûr, à la fois sur les concepts de la biologie
et de l’informatique, mais également sur des outils issus de la chimie et de la physique.

1 La génétique et la génomique

1.1 Un peu d’histoire

Cette section a été réalisée en assemblant des informations provenant de (Bernot et
Alibert), (Gayon) et (Dardel, 2002).

La génétique, étude de l’hérédité, est une discipline récente de la biologie. La génétique
moderne remonte aux travaux de Mendel, qui le premier établit les lois de l’hérédité. Il
publia ses résultats en 1866, mais ils passèrent alors à peu près inaperçus (Mendel, 1866;
Mendel, 1961). Mendel comprend qu’un caractère héréditaire peut exister sous différentes
versions – les allèles –, les unes dominantes, les autres récessives. Il énonce les lois de
la transmission de certains traits héréditaires. L’élément céllulaire responsable de cette
transmission est le gène (section 1.2.4). Les gènes se transmettent entre les générations et
fonctionnent de manière indépendante.

En 1900, trois botanistes, De Vries, Correns et Tschermak, ”redécouvrent” les lois de
l’hybridation de Mendel. En moins d’une décennie, une science nouvelle est fondée sur cette
base, Bateson la nomme ”génétique”. Dans le milieu des années 1910, ce sont les travaux de

1



Chapitre 1:Le contexte bioinformatique

Morgan, sur la drosophile, qui conduisent au développement de la théorie chromosomique
de l’hérédité. Les gènes sont alors localisés sur les chromosomes (section 1.4), et les tra-
vaux de Sturtevant, permettent d’ordonner les gènes le long des chromosomes, constituant
les premières cartes génétiques. Cependant, jusqu’au milieu du XXème siècle, les gènes,
bien que localisés sur les chromosomes, demeurent des entités théoriques. Leurs caractères
physiques, leur nature matérielle, tout comme leur mode d’action demeurent mystérieux.
Le support matériel de l’hérédité, l’acide désoxyribonucléique, ou ADN (section 1.3), fut
identifié comme tel en 1944. La structure en double hélice de l’ADN est découverte par
Watson et Crick en 1953. Au début des années 1960, Jacob et Monod (Jacob & Monod,
1961) découvrent le modèle de régulation de la production des protéines chez les bactéries
et virus. L’ADN est transcrit en ARN messager et celui-ci est traduit en séquences po-
lypeptidiques, c’est-à-dire en protéines. La découverte du code génétique (section 1.2.4)
par Nirenberg et al. est contemporaine de ces travaux sur la régulation (Nirenberg et al.,
1963).

Dans les années 1970, la génétique et la biologie moléculaire entrent dans une nouvelle
phase. Le génie génétique est fondé sur des découvertes et des procédés techniques
permettant d’isoler un (ou plusieurs) gène(s) d’un organisme, de le(s) modifier et de
le(s) transférer dans un autre organisme. Cette technique a rendu possible une nouvelle
génétique moléculaire. Une accélération considérable dans ce processus a été observée
dans les années 80-90. Les méthodes de mâıtrise de l’expression des gènes, de cartographie
et de séquençage des génomes ont été développées, et c’est surtout à cette période
qu’a émané une volonté internationale d’élucider complètement la séquence de génomes
particuliers. En 1995, pour la première fois, la séquence du génome d’une cellule vivante
(Haemophilus influenzae, une bactèrie responsable d’infections bronco-pulmonaires chez
les jeunes enfants) a été déterminée. Au cours des 10 dernières années, les progrès ont été
tout à fait spectaculaires. Aujourd’hui les séquences de plusieurs centaines de génomes
complets sont connues, provenant de domaines très différents du Vivant : bactéries,
archées, champignons, invertébrés, insectes, plantes, vertébrés. Le décryptage du génome
humain est une prouesse technique à la mesure des avancées théoriques de la génétique.
Ces avancées permettent des études à l’échelle de tous les génes d’une espèce.

La biologie moléculaire est donc entrée depuis 1995 dans l’ère de la génomique. Il
s’agit d’étudier les génomes et en particulier l’ensemble des gènes, leur disposition sur
les chromosomes, leur séquence, leur fonction, leur évolution et leur rôle. On dispose
maintenant de l’information génétique exhaustive sur un nombre croissant d’organismes
vivants et il est aujourd’hui possible d’aborder de manière globale un certain nombre de
problèmes complexes dont on avait jusqu’à présent qu’une connaissance fragmentaire :
évolution, voies métaboliques, interaction de la cellule avec l’extérieur, mécanismes
globaux de régulation et de contrôle. Avec la mise à disposition de toutes ces informations,
et notamment d’un nombre considérable de séquences ayant parfois un ancêtre commun
lointain, la génomique comparative s’est particulièrement développée. En effectuant
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des comparaisons de séquences entre plusieurs organismes, il est possible d’enrichir les
connaissances que l’on a sur un gène ou un groupe de gènes. C’est en utilisant cette
approche que sont le plus souvent effectuées des assignations de fonctions ainsi que de
nombreuses études ayant trait à la phylogénie moléculaire (section 1.3).

L’accélération du processus de séquençage, permise en particulier par la robotisation et
la parallélisation des méthodes d’analyse, nécessite un soutien de plus en plus important de
l’outil informatique. C’est un outil incontournable pour permettre l’assemblage des milliers
ou millions de fragments de génomes issus des automates de séquençage ainsi que pour
extraire et analyser l’information contenue dans les banques de séquences.

1.2 L’information génétique

L’information génétique détermine les caractères d’un organisme. Elle est transmise
des parents à leurs descendants. Différents éléments jouent un rôle dans le support de
l’information génétique : la cellule, l’ADN, les chromosomes, les gènes et les protéines.

Pour cette partie, nous avons utilisé des informations provenant de (Tracqui & De-
mongeot, 2003) et (Maftah & Julien, 2003).

1.2.1 La cellule

Tous les êtres vivants, animaux, végétaux et microbes, sont composés de cellules.
Par exemple, on estime à quelques milliers de milliards le nombre de cellules composant
le corps humain. Depuis la formulation de la théorie cellulaire, habituellement attribuée
au botaniste Matthias Jakob Schleiden et au zoologiste Theodor Schwannn (1839), il est
reconnu que la cellule est l’unité de base du monde vivant. On distingue deux types de
cellules correspondant à deux catégories d’organismes vivants classés selon la complexité
de l’agencement de leur matériel génétique : les procaryotes divisées en deux groupes (les
bactéries et les archées) et dont les cellules sont dépourvues de noyau, et les eucaryotes
dont les cellules comprennent un noyau. Tous les organismes pluricellulaires sont constitués
de cellules eucaryotes. Les eucaryotes multicellulaires sont composés de différentes sortes
de cellules spécialisées qui dépendent alors les unes des autres pour survivre au sein d’un
organisme. Cette dépendance est relative car la plupart des cellules possèdent tout ce qui
est indispensable pour vivre et se multiplier, sous une forme isolée et complètement séparée
de leur organisme d’origine, si elles sont mises dans un environnement qui procure les
nutriments, hormones et facteurs de croissance appropriés. La cellule eucaryote (figure 1.1)
présente toujours la même structure : une membrane, un cytoplasme et un noyau. La
membrane individualise et isole du milieu extérieur. Le cytoplasme contient les organites,
ces organites sont les instruments des différentes fonctions cellulaires. Le noyau de la cellule
est séparé du cytoplasme par une enveloppe et renferme l’information génétique. Chez les
procaryotes (figure 1.2), dans la plupart des cas, le matériel génétique n’est pas clairement
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séparé du cytoplasme par une membrane. L’information génétique est la même dans toutes
les cellules, qui la copient à chaque division cellulaire. L’expression de cette information
est spécifique selon la fonction et le rôle de la cellule, mais l’information inutilisée reste
présente.

Fig. 1.1: Exemple de la structure d’une cellule eucaryote

Fig. 1.2: Exemple de la structure d’une cellule procaryote (une bactérie)

1.2.2 L’ADN

L’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) est le support universel de l’information géné-
tique chez les êtres vivants et le support de l’hérédité car il constitue leur génome et se
transmet en totalité ou en partie lors des processus de reproduction. Il est constitué de
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deux châınes enroulées en double hélice (figure 1.3). Chaque hélice est formée par un long
enchâınement de molécules élémentaires : les nucléotides. Chaque nucléotide comprend un
sucre, le désoxyribose, un résidu phosphate et une des 4 bases azotées : adénine (A), gua-
nine (G) pour les bases puriques et cytosine (C), thymine (T) pour les bases pyrimidiques.
La nature de la base forme l’unique différence entre les nucléotides. Il existe donc 4 nucléo-
tides différents. Par abus de langage, un nucléotide est souvent confondu avec le nom de
sa base azotée. Les deux châınes sont toujours étroitement reliées entre elles par des liai-
sons hydrogène (également appelées ponts hydrogène ou encore simplement liaisons H ou
ponts H) établies entre deux bases de nucléotides face à face. Ces deux châınes s’associent
entre elles par complémentarité des bases. Les nucléotides sont complémentaires entre eux.
Ainsi, l’adénine est complémentaire à la thymine (A-T) et la guanine est complémentaire
à la cytosine (C-G). Deux liaisons hydrogène retiennent ensemble la paire A-T et trois
retiennent la paire G-C. On dit que chaque châıne ou brin est complémentaire de l’autre
car chaque nucléotide d’une châıne se lie à son partenaire complémentaire de l’autre côté.
De plus, la molécule d’ADN est orientée étant donné que le lien entre les nucléotides ne se
fait que dans un sens : de 5’ vers 3’ (5’ et 3’ sont les numéros des atomes de carbone du
sucre). Ce lien est constitué par une liaison phosphodiester entre le phosphate ℗situé sur
le carbone 5’ du sucre d’un nucléotide et une fonction alcool (-OH) située sur le carbone
3’ du sucre du nucléotide suivant. Les deux brins complémentaires ont une orientation
opposée.

Fig. 1.3: La molécule d’ADN
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1.2.3 Les chromosomes

Chez les procaryotes, les deux extrémités de l’hélice sont souvent reliées de manière
covalente et forment un ADN circulaire. Chez les eucaryotes, l’ADN est inséré dans une
structure particulière complexe constituant le matériel génétique fonctionnel, appelé chro-
matine. Entre deux divisions cellulaires, la chromatine existe sous forme d’un écheveau
de fibres. Avant la division cellulaire, la chromatine se condense en chromosomes. Chaque
chromosome est constitué de deux bâtonnets parallèles, les chromatides, réunies en une ré-
gion centrale, le centromère. Chaque chromatide se termine par une structure particulière
appelé télomère (figure 1.4).

Fig. 1.4: La structure d’un chromosome

Les deux chromatides d’un même chromosome sont strictement identiques et sont
appelées chromatides sœurs. Chaque espèce a un nombre de chromosomes déterminé. Les
chromosomes existent en un seul exemplaire dans les cellules sexuelles (cellules germinales
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ou gamètes), cellules dites haplöıdes, alors qu’ils sont présents en paires dans toutes les
autres cellules (les cellules somatiques ou cellules non sexuelles), dites diplöıdes. Les deux
éléments d’une paire de chromosomes sont dits homologues et chacun des éléments provient
d’un parent. Ainsi les cellules germinales humaines contiennent 23 chromosomes et les
autres cellules contiennent 46 chromosomes répartis en 23 paires. On peut compter 22
paires d’autosomes (chromosome ne jouant pas de rôle dans la détermination du sexe) et
1 paire de chromosomes sexuels définissant le sexe du porteur : X pour la femelle (XX), Y
pour le mâle (XY).

1.2.4 Les gènes et la synthèse protéique

Un gène est un fragment d’ADN qui correspond à un caractère héréditaire et consti-
tue l’unité d’information génétique. Sa taille peut varier de quelques centaines à plusieurs
dizaines de milliers de nucléotides. L’expression des caractères que l’ensemble des gènes
gouvernent, telle qu’on peut l’observer, constitue le phénotype. Chaque individu présente
un phénotype particulier, c’est-à-dire un certain nombre de caractères directement obser-
vables dont certains sont héréditaires, comme la couleur des cheveux, la taille, etc. Le gène
porte l’information nécessaire à la biosynthèse d’un produit biologiquement actif, souvent
une protéine. Les protéines sont des molécules complexes constituées d’un enchâınement
précis d’acides aminés. Il en existe 20 différents (figure 1.5) et de leur ordre dépendent les
propriétés de la protéine.

Fig. 1.5: Listes des 20 acides aminés composant des protéines

Le passage de la séquence du gène, c’est-à-dire de l’enchâınement de 4 nucléotides
différents, à la séquence de la protéine, un enchâınement de 20 acides aminés différents,
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correspond à la synthèse protéique. Elle se décompose en deux étapes : la transcription et
la traduction. Chaque gène contient les instructions pour coder une ou plusieurs protéines.
Chez les eucaryotes, le gène est constitué de régions codantes ou exons, séparées par des
régions non-codantes ou introns. Seules les exons se retrouvent, sous forme traduite, dans
la protéine. Enfin il faut savoir que l’information génétique se transmet généralement selon
trois processus : la réplication, la transcription et la traduction.

1.2.4.1 La réplication

Lors de chaque division cellulaire, la totalité de l’ADN doit être dupliquée. La duplica-
tion d’une molécule d’ADN parent en deux molécules d’ADN filles est appelée Réplication
ou Duplication. Elle permet un dédoublement de l’ADN par l’appariement complémentaire
des bases. Pendant la réplication (figure 1.6), la double hélice est déroulée localement grâce
à des protéines spécifiques appelées hélicases et les deux brins sont séparés. Chaque brin
sert de matrice pour la synthèse d’un nouveau brin complémentaire.

Fig. 1.6: Le mécanisme de la réplication

La réplication est dite semi-conservative car dans chaque molécule fille d’ADN,
un brin provient de la molécule parent, il est de ce fait conservé et un autre brin est
nouvellement synthétisé. La réplication fournit donc deux molécules d’ADN identiques
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entre elles et identiques à la molécule parent. La réplication s’effectue uniquement dans
le sens 5’->3’ et les brins complémentaires sont synthétisés grâce à l’ADN polymérase.
Cette enzyme est chargée de récupérer les nucléotides libres et de les apparier aux
nucléotides complémentaires du brin parent. Etant donné que les deux brins d’ADN sont
antiparallèles, un des brins en formation, le brin avancé ou principal, s’allongera de façon
continue. L’autre brin, dit retardé ou secondaire, se forme de façon discontinue par de
petits fragments d’ADN, appelés fragments d’Okazaki. Les différents fragments d’ADN
du brin retardataire sont ensuite réunis par l’enzyme ADN ligase.

Etant donné que l’ADN est porteur de l’information génétique de la cellule, il faut
que la réplication se fasse avec une fidélité élevée afin de ne pas perdre d’informations.
Cependant l’ADN est soumis à des agressions physiques, chimiques ou des accidents de
polymérisation du brin synthétisé. Il peut ainsi subir des dégradations ou des changements
permanents (mutations) s’il n’y a pas de protection et de réparations effectuées. Il existe
donc des mécanismes de réparation de l’ADN garantissant à la cellule fille la transmission
d’une information génétique presque identique à celle de la cellule parent. Les principaux
mécanismes de réparation de l’ADN utilisent le fait que l’information génétique existe en
deux exemplaires (sur chacun des brins de la double hélice). Lorsqu’il y a une erreur sur
l’un des brins, l’ADN polymérase assure le remplacement du fragment endommagé par un
fragment correct grâce à l’information portée sur le brin complémentaire intact.

1.2.4.2 La transcription

L’ADN est situé dans le noyau alors que la synthèse des protéines a lieu dans le cy-
toplasme au contact des ribosomes accolés au réticulum endoplasmique. Pour assurer la
liaison entre les deux, il y a synthèse d’ARN messager (Acide RiboNucléique) dans le
noyau de la cellule chez les eucaryotes et dans le cytoplasme chez les procaryotes. La syn-
thèse d’ARN à partir d’ADN correspond à la transcription. L’ARN messager (ARNm)
est constitué d’un enchâınement de nucléotides comme l’ADN. Il y a cependant quelques
différences entre la structure de ARNm et celle de l’ADN : il est simple brin (constitué
d’une seule châıne de nucléotides), la thymine est remplacée par l’uracile et le sucre est un
ribose et non un désoxyribose. La transcription (figure 1.7) nécessite une enzyme, l’ARN
polymérase, qui se fixe sur une séquence particulière de l’ADN (la région promotrice) in-
diquant ainsi le début de la transcription. Cette enzyme assure la séparation des brins
à transcrire et transcrit une des deux châınes de l’ADN en une châıne d’ARN. La syn-
thèse de l’ARN s’effectue toujours dans le sens 5’->3’ par addition des nucléotides d’ARN
complémentaires de ceux du brin d’ADN. La transcription a donc pour rôle principal de
transférer vers l’ARN l’information contenue dans la séquence d’un gène, c’est-à-dire de
réaliser un intermédiaire, une copie conservant la signification de la séquence des bases de
l’ADN.
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Fig. 1.7: Les mécanismes de transcription et de traduction

1.2.4.3 La traduction

La traduction est l’ensemble des mécanismes qui permettent la synthèse des protéines
à partir des ARNm. Chez les eucaryotes, l’ARNm passe à travers la membrane nucléaire et
transporte dans le cytoplasme, où a lieu la traduction, l’information qu’il porte. Le trans-
fert de l’information de la séquence nucléotidique à la séquence protéique fait intervenir
un système de correspondance entre les deux types de séquences que l’on appelle code
génétique (figure 1.8). Les séquences nucléotidiques de l’ARNm sont lues séquentiellement
par triplets, appelés codons (AAC, TGC, etc.). Le code génétique donne la correspon-
dance entre codons et acides aminés. Un codon code pour un certain acide aminé dans
une protéine, par exemple CCA code pour la glycine. Il y a 64 (43) codons possibles. Plu-
sieurs triplets pouvant coder pour le même acide aminé, le code est dit dégénéré. Parmi
les différents codons, il existe un codon initiateur et trois codons stops qui permettent
de délimiter le début et la fin de la zone à décoder pour former la protéine. Lors de la
traduction (figure 1.7), l’ARNm se fixe à un complexe moléculaire composé d’ARN ribo-
somiques (ARNr) et de protéines, appelé ribosome. Celui-ci va permettre l’assemblage des
acides aminés afin de synthétiser la protéine : il parcourt le brin d’ARNm et, grâce à l’en-
semble des ARNs de transfert (ARNt), va ajouter un acide aminé à la protéine en cours
de fabrication en fonction du codon lu. Il n’y a aucun chevauchement dans la lecture des
codons successifs. Il existe donc trois manières, appelées phases de lecture, pour découper
en codons la séquence. C’est le premier codon lu qui va définir la phase de lecture. Selon
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cette phase la séquence en acides aminés sera différente. Lorsque le ribosome atteint le
codon stop, il se détache de la protéine et du brin d’ARNm. La protéine est alors libérée
dans l’organisme et acquiert ses fonctions.

Fig. 1.8: Le code génétique

1.3 L’évolution des séquences

L’évolution est définie par l’interaction entre les modifications au sein de chaque
espèce et l’apparition d’espèces nouvelles (spéciation). Ces deux phénomènes sont accom-
pagnés d’extinctions d’espèces. Le processus évolutif se base sur la diversité existant au
sein de chaque espèce. Tout mécanisme susceptible de modifier les caractéristiques d’une
population, génération après génération, peut engendrer une évolution. Le plus célèbre
est probablement la sélection naturelle, qui a été proposée par Charles Darwin et décrite
dans son ouvrage majeur l’Origine des espèces, en 1859. Diverses théories se sont par la
suite succédées pour conduire au consensus actuel (théorie synthétique de l’évolution).
Celui-ci n’est d’ailleurs pas total, comme en témoignent certaines divergences dont la
plus connue est celle ayant opposé Stephen Jay Gould et Richard Dawkins, sur l’intérêt
d’introduire la notion d’équilibres ponctués.

La plupart des individus d’une espèce donnée possèdent la même formule chromoso-
mique (le nombre et la forme structurale des chromosomes), le même caryotype (photogra-
phie ordonnée des chromosomes) et les mêmes gènes, et pourtant aucun n’est identique.
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Cela s’explique en partie par la diversité génétique due aux polymorphismes. Les prin-
cipaux mécanismes qui conduisent au polymorphisme sont les modifications accidentelles
de l’ADN appelées mutations et le brassage génétique (intra et interchromosomique) as-
suré par la reproduction sexuée. Par différents processus les séquences d’ADN subissent
des mutations ponctuelles provoquant des substitutions, des insertions ou des délétions de
nucléotides et donc une altération de l’information génétique portée par un individu :

– une substitution correspond au remplacement d’un nucléotide par un autre porteur
d’une base différente,

– une insertion est l’ajout dans la châıne d’un ou d’une portion de châıne de nucléotides
– une délétion implique la suppression d’un ou d’une portion de la châıne de nucléo-

tides.

L’occurrence de telles mutations peut modifier la fonction de protéines ou d’ARN. L’étude
de ces processus de mutation est difficile, car ils ne peuvent être étudiés que de manière
indirecte, par comparaison de séquences d’ADN entre des individus de la même espèce ou
d’espèces différentes. C’est à partir de ces comparaisons que l’on va tenter de reconstruire
l’histoire évolutive des séquences.

Une des méthodes employées pour essayer de reconstruire l’histoire évolutive des sé-
quences est la phylogénie. La phylogénie moléculaire est une branche de la systématique
qui est l’étude et la description de la diversité des êtres vivants, la recherche de la na-
ture et des causes de leurs différences et de leurs ressemblances, la mise en évidence des
relations de parenté existant entre eux et l’élaboration d’une classification traduisant ces
liens de parenté. La phylogénie moléculaire consiste à déterminer l’arbre phylogénétique
d’un ensemble de séquences homologues données, c’est-à-dire la configuration la plus pro-
bable pour rendre compte du degré de parenté existant entre ces séquences. Les feuilles et
les noeuds d’un arbre phylogénétique correspondent à des taxons qui sont définis comme
étant des regroupements d’organismes reconnus en tant qu’unités formelles (Lecointre &
Guyader, 2001).

2 Le stockage de données biologiques

Aujourd’hui les méthodes rapides de séquençages (cf. chapitre 2, page 31 section 2.2.2,
page 34) sont utilisées fréquemment et le nombre de nouvelles séquences augmente rapi-
dement. Toutes les données issues du séquençage doivent être traitées et analysées afin
d’obtenir le plus grand nombre d’informations. Il faut ainsi stocker ces séquences et toutes
les informations obtenues. Pour cela, de grandes bases de données de séquences ont été
mises en oeuvre pour permettre un accès facile aux données. Les premières banques de
données en biologie moléculaire ont traité des informations structurales sur les protéines,
puis très rapidement, des séquences protéiques et nucléotidiques. Il existe différents types
de bases de données biologiques : celles qui sont dites généralistes et qui stockent des sé-
quences provenant de tous les organismes et celles dites spécialisées qui se consacrent plus
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particulièrement à un organisme ou à une thématique donnée.

2.1 Les banques généralistes

Il existe plusieurs banques généralistes publiquement accessibles. La principale banque
généraliste de séquences nucléotidiques est produite par trois partenaires : EMBL data li-
brary (Cochrane et al., 2006) en Europe, GenBank (Benson et al., 2006) aux Etats-Unis et
DDBJ (Okubo et al., 2006) au Japon. La plupart des données de ces banques proviennent
de soumissions effectuées par les auteurs. D’autres regroupent des séquences protéiques
telles que UNIPROT (Wu et al., 2006), GenPept, HAMAP (High-quality Automated and
Manual Annotation of microbial Proteomes) (Gattiker et al., 2003)), etc.

De la même manière que pour les banques de séquences nucléotidiques, leur orga-
nisation se base autour des annotations biologiques et biochimiques d’une part, et des
séquences d’autre part. GenPept correspond à la traduction de l’ensemble des parties
codantes de GenBank. La principale banque de protéines est UNIPROT. En effet, elle
possède de nombreux atouts : redondance minimale, références croisées, qualité d’anno-
tation, etc. Elle correspond à la fusion de SWISS-PROT (Wu et al., 2006), TrEMBL et
PIR (Protein Information Resource) (Wu et al., 2003). Les séquences contenues dans
SWISS-PROT sont issues de la traduction des gènes annotés dans EMBL, d’autres
banques protéiques, de publication scientifiques et de quelques soumissions d’auteurs.
TrEMBL est la version protéique de la banque nucléotidique EMBL. Elle contient la
traduction de toutes les parties codantes annotées de EMBL en excluant les protéines
présentes dans SWISS-PROT. PIR, qui maintenant n’existe plus, fournissait des informa-
tions organisées selon des critères taxonomiques et de similarité. Enfin, HAMAP est un
projet développé par le groupe SWISS-PROT. Son but est d’annoter automatiquement
les protéines provenant des projets de séquençage des génomes microbiens. La banque
contient également des collections de familles de protéines microbiennes générées par des
experts et utilisées pour l’annotation automatique.

Ces banques généralistes permettent donc de centraliser toutes les séquences connues.
Cependant, il existe tout de même un grand nombre d’erreurs, notamment au niveau
des annotations des séquences ainsi qu’une redondance des informations dans certaines
banques.

2.2 Les banques spécialisées

Pour pallier ces inconvénients, l’augmentation exponentielle du volume, de la diversité
des séquences et la diversité des études, des banques spécialisées ont été développées. Ces
développements ont permis l’introduction d’informations spécifiques à chacune permettant
ainsi d’avoir des banques adaptées aux besoins des utilisateurs. Elles répondent pour la
plupart soit à des besoins ponctuels, soit à des besoins liés à des secteurs d’activité bien
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précis.

Parmi celles-ci, ont été développées des banques thématiques se consacrant à un do-
maine bien précis. Ainsi, certaines regroupent des données sur les structures moléculaires
tridimensionnelles telles que la PDB (Protein Data Bank) (Berman et al., 2000). D’autres
s’intéressent à la structure en domaine des séquences protéiques comme la banque ProDom
(Servant et al., 2002). Il y en a également qui centralisent des données sur les signatures,
caractéristiques de certaines protéines telle que PROSITE (Hulo et al., 2006). D’autres
encore traitent des séquences et des structures d’ARN. Il existe deux principales banques
stockant des séquences d’ARN ribosomique et intégrant des alignements (section 3.2) et
des arbres phylogénétiques (section 3.3) : la banque américaine RDP (Ribosomal Data-
base Project) (Cole et al., 2005) qui est mise à jour régulièrement et celle européenne,
Ribosomal RNA Database, (Wuyts et al., 2004), qui n’est plus maintenue.

De plus, il existe des banques proposant une classification de gènes protéiques sous
forme de familles. La construction de ce type de banques débute par une recherche de
similarité entre toutes les protéines d’un ensemble donné, effectuée par BLAST (Altschul
et al., 1990; Altschul et al., 1997) ou FASTA (Pearson & Lipman, 1988) (section 3.1).
Puis en utilisant des critères de similarité, ces protéines sont regroupées en familles. Plu-
sieurs banques de ce type existent. Par exemple, ProtFam (Mewes et al., 2000) construite
à partir des séquences de PIR propose quatre niveaux de similarité entre protéines ainsi
que des alignements et des dendrogrammes, ou encore ProtoMap qui est l’équivalent de
ProtFam (Yona et al., 2000) pour la banque SWISS-PROT. Certaines de ces banques
ne se consacrent qu’à un groupe d’organismes comme HOVERGEN (Homologous Verte-
brate Genes Database) (Duret et al., 1999) qui contient les séquences de tous les gènes
des vertébrés figurant dans GenBank et d’autres comme HOGENOM (Homologous Se-
quences from Complete Genomes Database) ou COG (Cluster of Orthologous Groups of
protein) (Tatusov et al., 2001) regroupent les séquences de génomes complets. Dans ces
banques, les séquences sont toutes groupées en familles de gènes homologues c’est-à-dire
que les séquences d’une même famille ont toutes un ancêtre commun. Elles sont également
préalablement alignées.

Pour faciliter l’accès aux informations d’un organisme donné, des banques génomiques
ont été mises en place afin de stocker un ou plusieurs génomes uniquement. Par exemple,
Ensembl (Birney et al., 2006) regroupe des génomes allant des mammifères (homme, souris,
etc) aux Chordés primitifs (Ciona intestinalis) ainsi que des génomes d’eucaryotes (levure,
mouche, ver, etc) et un nombre limité de génomes d’insectes. Une version d’Ensembl
structurée en familles de gènes homologues, HomolEns (Database of Homologous Sequences
from Ensembl Complete Genomes), a été développée au Pôle Bio-Informatique Lyonnais.

Enfin la banque Genome Reviews (Kersey et al., 2005) permet d’avoir une vue
mise à jour, standardisée et largement annotée des séquences des génomes d’organismes
complètement séquencés. Elle correspond à une version nettoyée des entrées de EMBL,
GenBank et DDBJ.
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Les banques de familles de gènes homologues telles que HOVERGEN ou HOGENOM
nous intéressent plus particulièrement car c’est avec ce type de banques que nous avons
principalement travaillé. Elles fournissent pour chaque famille un alignement et une phylo-
génie. Ces banques permettent la comparaison de séquences homologues qui constitue une
étape essentielle pour la compréhension des mécanismes d’évolution moléculaire ou encore
pour connâıtre la fonction d’un gène.

Parmi les séquences homologues, on peut distinguer les séquences orthologues, c’est-
à-dire les séquences qui divergent après un événement de spéciation, et les séquences para-
logues, c’est-à-dire qui divergent après une duplication du gène ancestral. Il est important
de faire cette distinction pour la phylogénie moléculaire (section 3.3) car il est néces-
saire de travailler avec des orthologues pour reconstruire l’histoire des spéciations mais
également pour l’analyse comparative de séquences (recherche de régions conservées fonc-
tionnellement, prédiction de fonction de nouveaux gènes, etc). Cependant la distinction
orthologue/paralogue est parfois difficile à établir à cause de données biologiques trop di-
vergentes ou manquantes, d’une mauvaise ou du manque d’annotation des séquences dans
les bases de données, etc. Ce type de banque permet donc d’accéder directement à des
familles de gènes homologues ainsi qu’à leur alignement, à l’arbre phylogénétique et aux
informations taxonomiques correspondantes, aidant ainsi la détermination des orthologues
et des paralogues.

Le processus de détermination de l’homologie est une tâche complexe impliquant plu-
sieurs étapes dans l’analyse des séquences (section 3) : l’utilisation d’un critère de similarité
pour rechercher les familles de gènes, l’alignement des séquences appartenant à une même
famille et la construction de l’arbre phylogénétique correspondant.

3 L’analyse de séquences

La génomique comparative est souvent utilisée dans l’analyse de séquence. L’analyse
comparative de séquences est une approche efficace pour identifier des séquences, détecter
les régions fonctionnellement importantes dans les protéines ou les séquences d’acides nu-
cléiques, étudier l’ensemble de la structure de génomes ou même étudier l’histoire évolutive
des séquences.

3.1 Comparaison de séquences, recherche de similarité et alignement

par paire

La recherche de similarité entre séquences est un élément fondamental qui constitue
souvent la première étape des analyses de séquences. Cela consiste à comparer deux sé-
quences en repérant les régions proches entre elles. Pour cela, il faut rechercher les régions
qui comptabilisent un maximum de caractères communs et un minimum de changements
lorsqu’on les superpose l’une à l’autre c’est-à-dire quand elles sont alignées. Le taux de si-
milarité permet d’avoir une indication sur l’existence d’une homologie entre les séquences.
Plus le taux de similarité entre deux séquences est haut, plus il est probable que ces
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séquences soient homologues, deux séquences sont homologues si elles ont un ancêtre com-
mun. Ainsi la recherche de similarité permet d’avoir des informations sur l’évolution des
séquences et un fort taux de similarité entre des séquences indique une origine évolutive
commune. Dans la construction de banques de familles de gènes homologues comme celles
décrites à la section précédente (section 2), la notion de similarité est utilisée pour re-
grouper les séquences en familles. Les banques telles que HOVERGEN ou HOGENOM
permettent ainsi, par association, d’obtenir des informations importantes sur la structure,
la fonction ou l’évolution des biomolécules. La comparaison de séquences est largement
utilisée dans les recherches de motifs à travers une séquence, dans la caractérisation de
régions communes ou similaires entre deux ou plusieurs séquences, dans la comparaison
d’une séquence avec l’ensemble ou sous-ensemble des séquences d’une banque, ou bien en-
core dans l’établissement d’un alignement multiple (section 3.2) sur lequel sont basées les
analyses d’évolution moléculaire. Il faut également savoir que la recherche de similarité à
partir d’une séquence protéique est plus sensible que les comparaisons faites à partir d’une
séquence d’ADN. En effet, l’ADN est constitué de quatre bases uniquement alors que les
séquences protéiques sont constituées de vingt acides aminés différents. La comparaison
de séquences protéiques est donc plus fine que la comparaison de séquences nucléiques.
Enfin les banques protéiques sont en général plus petites que les banques nucléiques ce
qui permet d’obtenir des résultats plus rapidement lorsque l’on compare une séquence aux
séquences d’une banque.

3.1.1 Le principe

Les processus de comparaison et de recherche de similarité entre deux séquences uti-
lisent l’alignement de celles-ci. Un alignement de deux séquences met en évidence les res-
semblances qu’il existe entre elles : il essaie de faire correspondre les résidus (nucléotides
ou acides aminés) de la première séquence avec ceux de la deuxième (figure 1.9).

Fig. 1.9: Exemple d’alignement entre la séquence 1 et la séquence 2

Lorsque dans une paire de résidus apparâıt le même résidu dans les deux séquences,
cela suggère que le résidu en ce site n’a pas changé depuis la divergence des deux
séquences. On parle alors d’appariement. A l’inverse, on parle de mésappariement lorsque
dans la paire, les résidus de chaque séquence sont différents, ce qui indique qu’au moins
une substitution s’est produite dans une des deux séquences depuis la divergence entre
les deux. Enfin il existe un troisième type de paires constitué d’un résidu d’une des
séquences et d’un caractère spécial appelé brèche ou résidu nul représenté le plus souvent
par ”-”, ce qui montre qu’une délétion ou une insertion (désignées par la contraction
indel pour INsertionDELetion) s’est faite dans l’une des deux séquences. Les substitu-
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tions, insertions et délétions correspondent à des événements de mutation dans la séquence.

Pour comparer des séquences, il faut rechercher l’alignement de score maximum c’est-
à-dire faire correspondre un maximum de résidus d’une séquence avec ceux de l’autre en
insérant entre les résidus une brèche, dans le but de maximiser le score de l’alignement. Afin
d’obtenir ce score, le principe est d’associer à chaque paire de résidus et à chaque brèche
un score élémentaire et de faire la somme de ces scores sur la longueur de l’alignement. Une
fonction permet de calculer le score élémentaire. Il existe plusieurs méthodes pour définir
cette fonction. Ces méthodes utilisent des matrices de scores qui rendent compte de tous
les états possibles en fonction de l’alphabet utilisé dans la description des séquences. De
plus, la plupart des méthodes nuancent le calcul du score en donnant des pénalités plus
ou moins importantes aux brèches (Gotoh, 1982; Gotoh, 1993).

3.1.2 Les matrices de similarité

Les matrices de similarité ou matrice de substitution ou encore matrices de scores
permettent de définir le score élémentaire à attribuer à la conservation d’un résidu et au
remplacement d’un résidu par un autre. Pour les séquences nucléiques, il existe peu de
matrices car ces séquences sont constituées uniquement des quatre nucléotides A, T, G,
C qui jouent un rôle équivalent dans la structure et la fonction de la molécule. Ainsi dans
la matrice d’identité ou unitaire, toutes les bases sont considérées comme équivalentes. Il
existe également d’autres matrices privilégiant certaines associations ou donnant la fré-
quence pour chacune des douze possibilités telle que la matrice de transition-transversion
qui tient compte du fait que les mutations de A en G et de G en A d’une part, de C en T et
de T en C d’autre part, sont plus fréquentes que les autres. Pour les séquences protéiques,
les matrices sont plus complexes car il faut tenir compte du fait que les vingt acides
aminés apparaissent dans les séquences avec des fréquences différentes et que certains
acides aminés ont des fonctions biochimiques ou des structures très proches et sont donc
plus facilement interchangeables. Une des premières matrices à utiliser ce principe a été
celle déduite de la dégénérescence du code génétique (Fitch, 1966). Cette matrice se
base sur le nombre de changements minimum pour passer d’un acide aminé à l’autre.
Depuis de nombreuses matrices ont été créées et l’on peut classer celles-ci en deux caté-
gories : les matrices liées à l’évolution et les matrices liées aux caractères physico-chimiques.

Parmi les matrices issues d’études montrant le caractère de substitution des acides
aminés au cours de l’évolution, les matrices de type PAM (Point Accepted Mutation), de
type BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) et la matrice de Gonnet sont celles qui ont
été les plus utilisées.

Les matrices de type PAM représentent les échanges possibles ou acceptables d’un
acide aminé par un autre (probabilités de mutation) lors de l’évolution des protéines
(Dayhoff et al., 1978; Schwartz & Dayhoff, 1978). Une matrice de probabilité a été
calculée à partir d’alignements globaux de séquences de protéines de fonctions identiques
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chez différentes espèces apparentées (71 familles de séquences protéiques peu divergentes).
Chaque élément de cette matrice donne la probabilité qu’un acide aminé A soit remplacé
par un acide aminé B durant une étape d’évolution. Cette matrice de probabilité de
mutation correspond en fait à une mutation acceptée pour 100 sites durant un temps
d’évolution particulier. On parle ainsi de la matrice de transition PAM1. Si l’on multiplie
la matrice par elle-même un certain nombre de fois, on obtient une matrice PAMX qui
donne des probabilités de transition pour des distances d’évolution plus grandes. Les
matrices de substitution sont dérivées des matrices de transition : en prenant compte
des fréquences relatives de mutation et en prenant le logarithme de chaque élément
des matrices de transition, on construit les matrices de substitution. Celles-ci donnent
les scores pour toutes les paires d’acides aminés possibles. Par exemple, la matrice
de substitution PAM250 contient les scores relatifs à la probabilité d’occurrence des
différentes mutations après un temps d’évolution de 250 mutations pour 100 acides aminés
(figure 1.10). Bien que ces matrices soit basées sur un échantillon assez large et représente
assez bien les probabilités de substitution d’un acide aminé en un autre suivant que cette
mutation engendre ou pas des changements dans la structure ou la fonctionnalité des
protéines, elles présentent néanmoins un certain nombre d’inconvénients. En effet, elles
sont basées sur des données de petites protéines globulaires et le nombre de séquences
protéiques à l’origine des matrices PAM en 1978 était restreint. Plus récemment, la
matrice JTT (Jones et al., 1992) a été créée en utilisant la même méthode que pour la
matrice de Dayhoff mais avec des données de banques plus récentes.

Fig. 1.10: La matrice PAM250

Dans les matrices de type BLOSUM (Henikoff & Henikoff, 1992), le degré de sub-
stitution des acides aminés a été mesuré en observant des blocs d’acides aminés issus de
séquences de protéines plus ou moins divergentes (500 familles de protéines). Chaque bloc
est obtenu par l’alignement multiple (section 3.2) sans insertion-délétion de courtes ré-
gions très conservées. Puis tous les segments de séquences ayant un pourcentage d’identité
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minimum au sein de leur bloc sont regroupés. On en déduit des fréquences de substitu-
tion pour chaque paire d’acides aminés et on calcule ensuite une matrice logarithmique de
probabilité appelée BLOSUM. A chaque pourcentage d’identité correspond une matrice
particulière. Ainsi la matrice BLOSUM60 est obtenue en utilisant un seuil d’identité de
60% .

Enfin la matrice de Gonnet (Gonnet et al., 1992) est calculée d’après un très large
échantillon (Prot). Une mesure de distance entre acides-aminés classique a été utilisée pour
estimer l’alignement entre protéines. Puis, les résultats ont permis d’estimer une nouvelle
matrice de distance, qui a servi ensuite à estimer l’alignement entre protéines et à calculer
une nouvelle matrice. Cette procédure a été répétée de façon itérative jusqu’à convergence.

Dans certains cas des matrices liées aux caractéristiques physico-chimiques des pro-
téines sont utilisées afin de révéler au mieux certaines de ces caractéristiques communes
à deux protéines. Quelques unes sont basées sur une estimation des proximités physico-
chimiques entre les aminoacides (Grantham, 1974), d’autres utilisent le caractère hydro-
phile ou hydrophobe des protéines et leur structure secondaire ou tertiaire telles que la
matrice d’hydrophobicité (Levitt, 1976) ou la matrice de structure secondaire (Levin et al.,
1986). Plus récemment l’augmentation du nombre de structures tridimensionnelles déter-
minées, a permis d’établir des matrices basées sur la comparaison de ces structures comme
la matrice établie par Risler et al. (Risler et al., 1988) et la matrice de Johnson et Ove-
rington (Johnson & Overington, 1993).

3.1.3 Les algorithmes et les programmes

Les programmes de comparaison de séquences ont pour but de repérer les régions
identiques ou très proches entre deux séquences et de distinguer celles qui sont significa-
tives et qui ont un sens biologique de celles qui sont observées par hasard. Il existe deux
types d’algorithmes de recherche de similarité : ceux qui calculent une similarité globale
et ceux qui recherchent une similarité locale.

Les algorithmes qui calculent un score de similarité globale se basent sur la totalité des
séquences. L’algorithme de Needleman et Wunsch (Needleman & Wunsch, 1970) a tout
d’abord été développé pour réaliser l’alignement global de deux séquences. C’est le pre-
mier à avoir utilisé une approche dynamique. La première étape consiste à construire une
matrice des scores élémentaires (valeur déterminée pour chaque élément par une matrice
de substitution telles que PAM, BLOSUM, etc). Puis, on calcule

S(i, j) = MAX[S(i− 1, j) + δ(−, j)], [S(i− 1, j − 1) + δ(i, j)], [S(i, j − 1) + δ(i,−)]

où S(i, j) est le score obtenu pour la case d’indice i et j, δ(i, j) est le score suivant la
matrice de substitution et δ(−, j) ou δ(i,−) sont les scores pour une brèche.
Enfin, pour déterminer l’alignement global optimal, il suffit de trouver le score sommé
maximum dans la matrice transformée. Celui-ci indique le score associé au chemin
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(alignement) optimal. L’alignement lui-même est obtenu grâce à la méthode du back
tracking qui remonte à travers la matrice (de la position finale à la position initiale) et
reconstitue le chemin des choix qui ont été à l’origine de cette valeur finale. Un exemple
d’alignement de deux séquences par cette méthode est présenté à la (figure 1.11).

Fig. 1.11: Exemple d’alignement de deux séquences protéiques (LTSHEAL et VTEERDAF) par la
méthode de Needleman et Wunsch. Le système de score utilisé est la matrice PAM250
(figure 1.10), les brèches valant 0. Une flèche en diagonale indique un appariement ou
une substitution, une flèche verticale correspond à une insertion sur la séquence verticale
et une flèche horizontale est une insertion sur la séquence horizontale. Le chemin formé
par les flèches permet de reconstruire cet alignement, lequel est présenté sous la matrice.
Il n’existe pour cet exemple qu’un seul alignement optimal.

FASTA (Pearson & Lipman, 1988) est un logiciel de comparaison de séquences avec
insertions/délétions qui utilise une méthode heuristique. Il produit un alignement global
en joignant des alignements locaux. Ce programme commence par repérer les régions de
plus dense identité avec la séquence recherchée. Puis il fait une recherche de similarité
sans insertion/délétion en recalculant le score des régions de plus forte identité. Il essaie
ensuite de joindre les régions précédentes afin d’étendre la meilleure similarité. Enfin
l’alignement optimal des deux séquences est effectué par programmation dynamique en
considérant uniquement les régions définies précédemment.

De part leur principe, les algorithmes de recherche de similarité globale vont donner
des alignements de moins bonne qualité dans le cas de séquences très divergentes. De plus,
dans beaucoup de cas, les homologies entre séquences sont réduites à des régions limitées
des séquences puisque beaucoup de protéines résultent d’une combinaison de segments
qui ont été ré-agencés lors de l’évolution.
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Des algorithmes de recherche de similarité se basant sur de courtes régions pour cal-
culer une similarité locale ont donc été développés. Ces méthodes ont l’avantage d’être
beaucoup plus rapides.

L’algorithme de Smith et Waterman (Smith & Waterman, 1981) est directement ins-
piré de celui de Needleman et Wunsch. La principale différence est que n’importe quelle
case de la matrice de comparaison peut être considérée comme point de départ pour le
calcul des scores sommes et que tout score somme qui devient inférieur à zéro stoppe la
progression du calcul des scores sommes. La case pointée est alors réinitialisée à zéro et
peut être considérée comme nouveau point de départ. La transformation de la matrice se
calcule en utilisant la formule suivante :

S(i, j) = MAX0, [S(i− 1, j) + δ(−, j)], [S(i− 1, j − 1) + δ(i, j)], [S(i, j − 1) + δ(i,−)]

où S(i, j) est le score obtenu pour la case d’indice i et j, δ(i, j) est le score suivant la
matrice de substitution et δ(−, j) ou δ(i,−) sont les scores pour une brèche.

BLAST (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997) est un programme de recherche
de similarité locale qui utilise une méthode heuristique. Il débute par la recherche de tous
les petits segments (mots) de longueur W dans la séquence. Puis chacun de ces segments
est comparé avec les séquences de la banque afin d’identifier les identités strictes. Enfin,
ces identités strictes servent de point d’ancrage à partir desquels l’alignement est étendu
dans les deux directions le long de chaque séquence afin d’améliorer le score cumulé. La
signification des alignements est évaluée statistiquement en fonction de la longueur et de
la composition de la séquence, de la taille de la banque et de la matrice de scores utilisée.
BLAST présente ses résultats en une liste de séquences ayant un alignement significatif,
chacune associée à un score (score dérivé du score brut de l’alignement) et une E-value
(nombre d’alignements différents que l’on peut espérer trouver dans les banques avec un
score supérieur ou égal au score d’alignement obtenu) : plus la E-value est faible, plus le
score de l’alignement est significatif. L’algorithme initial de BLAST ne permet ni les in-
sertions ni les délétions, mais il est très rapide et il attribue une valeur statistique au score
obtenu. L’algorithme initial a été modifié plusieurs fois pour répondre à différents besoins.
Ainsi, BLAST2 est une version de BLAST qui autorise les insertions et les délétions
(mais la statistique n’est plus exacte) alors que PSI-BLAST est une version qui construit
des profils à partir d’alignements itératifs. Des filtres ont été également conçus pour
éliminer les régions répétitives et segments de ”faible complexité” qui bruitent les résultats.

L’algorithme de Smith et Waterman n’utilise pas d’approximation et il est plus sensible
que BLAST et FASTA. Il permet donc d’obtenir un alignement optimal exact entre régions
locales. Cependant son temps d’exécution est long. Par ailleurs, FASTA est plus sensible
que BLAST pour la recherche dans les banques nucléiques mais il est beaucoup plus long.
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3.2 Les alignements multiples

Lorsqu’une recherche de similarité d’une séquence est effectuée par rapport à
l’ensemble des séquences d’une banque de données, il est fréquent de trouver plusieurs
séquences présentant une forte similarité avec la séquence étudiée. Pour pouvoir comparer
simultanément toutes ces séquences entre elles, il faut aligner ces séquences ensemble et
construire ainsi un alignement multiple. L’alignement multiple a de nombreuses applica-
tions qui ne sont pas possibles en comparant deux séquences telles que l’identification de
positions et d’acides aminés importants, la visualisation de domaines, la construction de
phylogénies (section 3.3) ou une aide à la modélisation, certains algorithmes de prédiction
de structures secondaires exploitant les alignements multiples (Geourjon & Deleage, 1995).

Le problème de l’alignement multiple est complexe : il s’agit d’aligner plusieurs sé-
quences dans leur intégralité. Plusieurs méthodes d’alignement existent mais aucune n’est
parfaite. Les méthodes qui garantissent les meilleurs alignements demandent un temps
d’exécution trop long et un espace mémoire trop important pour une utilisation sur un
grand nombre de séquences. En effet, la méthode par programmation dynamique de Need-
leman et Wunsch peut être étendue à N séquences et permet d’obtenir un alignement
multiple optimal. Le programme MSA (Lipman et al., 1989) est une implémentation d’un
algorithme (Carrillo & Lipman., 1988) généralisant l’approche par programmation dyna-
mique. Cependant, s’il y a plus d’une dizaine de séquences, le calcul devient impossible à
cause de la croissance exponentielle du nombre d’alignements. D’autres méthodes ont été
développées en utilisant des heuristiques afin d’améliorer la rapidité d’exécution et pour
diminuer l’espace mémoire requis, mais ces méthodes ne garantissent pas de trouver l’ali-
gnement optimal. Parmi les méthodes d’alignement les plus communes, certaines se basent
sur l’alignement progressif (section 3.2.1), d’autres sur des approches itératives ou encore
sur la consistance (section 3.2.2). Elles peuvent également construire un alignement global
ou un alignement local.

3.2.1 Les méthodes d’alignement progressif

La méthode la plus couramment utilisée est l’approche heuristique qui se base sur
l’alignement progressif (Feng & Doolittle, 1987). Cette méthode est très rapide, requiert
un espace mémoire peu important et offre de bonnes performances avec des séquences
relativement bien conservées. Le principe de l’alignement progressif est de construire un
alignement multiple en utilisant des alignements par paires. Il s’effectue en 3 étapes :

– calcul du score d’alignement ou de la distance entre toutes les paires de séquences
– construction d’un arbre guide à l’aide des distances d’alignements calculées précé-

demment, ce qui représente les relations de parenté entre les séquences
– alignement des séquences en suivant l’arbre guide

22



3 L’analyse de séquences

Plusieurs programmes d’alignement multiple global utilisent cette approche tels que
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994), MULTALIN (Corpet, 1988), MUSCLE (Edgar,
2004), etc. Ces différents programmes diffèrent sur la méthode utilisée dans l’une des trois
étapes.

CLUSTAL W permet de choisir, à la première étape, entre une programmation dyna-
mique ou des méthodes heuristiques. Il utilise, pour la construction de l’arbre guide, l’al-
gorithme de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) (section 3.3). Enfin pour la troisième
étape, CLUSTAL W utilise des profils (matrices consensus) pour aligner les séquences en
suivant l’arbre guide.

MULTALIN ajoute une boucle de programmation : après l’alignement des séquences
suivant l’arbre guide, l’algorithme revient à la première étape de construction d’une ma-
trice des scores de toutes les paires de séquences de l’alignement, puis l’arbre guide est
reconstruit ; s’il correspond au précédent, l’algorithme est arrêté, sinon on refait l’aligne-
ment, puis la matrice et l’arbre guide. L’algorithme boucle tant que l’on n’obtient pas une
convergence.

Un alignement par MUSCLE s’effectue en trois étapes. Il ajoute deux itérations à
l’algorithme après l’alignement progressif. Dans la première itération, il s’agit d’amélio-
rer l’arbre obtenu précédemment. Un calcul de matrice de distance est effectué à partir
de l’alignement obtenu par l’alignement progressif, en utilisant une méthode différente de
celle utilisée pour le premier calcul de la matrice de distance. Puis l’arbre guide et l’ali-
gnement correspondant sont construits. Si l’arbre correspond au précédent alors on passe
à la deuxième itération, sinon on recommence l’opération. La deuxième itération corres-
pond à un perfectionnement de l’alignement : l’arbre obtenu à partir de l’alignement de
la première itération est coupé en deux sous-arbres, puis le profil de l’alignement multiple
de chaque sous-arbre est calculé, un nouvel alignement est alors re-calculé à partir des
profils, enfin si le score de l’alignement est amélioré alors celui-ci est gardé sinon il est
abandonné. Le programme boucle ainsi jusqu’à obtenir une convergence ou le nombre de
fois que l’utilisateur l’a souhaité. MUSCLE propose deux variantes permettant d’aligner
des séquences plus rapidement : MUSCLE-prog et MUSCLE-fast. MUSCLE-prog effectue
uniquement les deux premières étapes i.e. l’alignement progressif et la première itération.
MUSCLE-fast, quant à lui, n’effectue que la première étape i.e. l’alignement progressif.
MUSCLE-fast est plus rapide que MUSCLE-prog mais il perd en qualité au niveau de l’ali-
gnement. Les performances de MUSCLE ainsi que de MUSCLE-prog et MUSCLE-fast ont
été testées sur plusieurs ensembles d’alignements de référence comme BAliBASE (Thomp-
son et al., 1999; Bahr et al., 2001). Ces méthodes paraissent associer précision et rapidité,
les deux variantes de MUSCLE permettant d’aligner un grand nombre de séquences très
rapidement.

Ces programmes permettent également d’ajouter rapidement une séquence ou un
ensemble de séquences à un alignement pré-calculé en utilisant le principe d’alignement
de profils (Gribskov et al., 1987). Ce principe consiste à déduire, à partir de l’alignement,
une matrice d’occurences de chaque caractère à des positions spécifiques de la séquence.
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Il en résulte une séquence consensus. Le profil peut alors être utilisé pour être aligné avec
un autre profil ou une séquence.

Parmi les programmes utilisant l’approche progressive, il existe également le logiciel
MENTALIGN (Dufayard, 2004) ou encore l’algorithme plus récent POA (Lee et al., 2002;
Grasso & Lee, 2004). MENTALIGN est un algorithme incrémental qui a été spécifique-
ment développé afin de permettre le calcul de grands alignements contenant des milliers
de séquences. Il permet d’ajouter, rapidement, une à une, des nouvelles séquences à un
alignement en utilisant un arbre guide. POA, quant à lui, utilise une représentation en
graphe d’un alignement multiple de séquences (PO-MSA), qui peut lui-même être aligné
directement par un programme dynamique par paire, éliminant la nécessité de réduire
l’alignement multiple de séquences à un profil.

3.2.2 D’autres approches

D’autres programmes se basent sur des méthodes différentes. T-COFFEE (Notredame
et al., 2000; Notredame et al., 1998; Poirot et al., 2003) permet la combinaison de col-
lections d’alignements par paires et multiples, globales ou locales dans un seul modèle. Il
permet également d’estimer le niveau de consistance de chaque position à l’intérieur du
nouvel alignement avec le reste des alignements. MABIOS (Abdeddäım, 1997) utilise des
algorithmes d’alignement par blocs : il sélectionne des blocs (alignement de segments de
même longueur de séquences sans caractère nul) compatibles dans les séquences puis aligne
les séquences entre les blocs. Il permet également d’ajouter rapidement une séquence à un
alignement déjà existant. Il existe encore beaucoup d’autres algorithmes d’alignement tels
que DIALIGN (Morgenstern, 2004) qui combine les méthodes locales et globales et utilise
la comparaison segment par segment, MAFFT (Katoh et al., 2002; Katoh et al., 2005)
qui est une implémentation d’une méthode basée sur les Transformés de Fourrier rapides
(FFT), permettant ainsi une détection rapide de segments homologues ou encore plus ré-
cemment PROBCONS (Do et al., 2005) qui est une méthode basée sur la consistance,
comme T-COFFEE, utilisant une librairie de pair-HMM (pair Hidden Markov Models)
(Durbin et al., 1988) et M-COFFEE (Wallace et al., 2006), extension de T-COFFEE, qui
combine plusieurs méthodes d’alignement multiple.

3.2.3 Les différents formats d’alignement

Il existe divers formats pour représenter un alignement dans les programmes d’ali-
gnement. Parmi ces formats, on peut citer les formats CLUSTAL, FASTA, PHYLIP,
GCG/MSF, NBRF/PIR, MASE, NEXUS, etc. Chaque format ajoute des informations
spécifiques en début ou fin de fichier et organise les séquences de leur propre manière. Par
exemple le format CLUSTAL regroupe les séquences alignées en bloc de longueur fixée où
chaque ligne correspond à une séquence alors que dans le format FASTA, les séquences
alignées sont en entier, les unes sous les autres avec pour chacune une première ligne de
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description (figure 1.12). Le format PHYLIP est celui utilisé pour les données en entrée
des programmes du package PHYLIP qui propose un ensemble d’outils pour faire de la
reconstruction phylogénétique (section 3.3).
Certains de ces formats correspondent aux formats de stockage des séquences dans les
banques comme le format FASTA ou le format PIR.

Fig. 1.12: Exemple de deux séquences au format FASTA

3.3 Les arbres phylogénétiques

Pour cette partie, nous avons utilisé des informations provenant de (Graur & Li,
2000).

Afin d’étudier l’histoire évolutive d’un ensemble de séquences homologues, il est indis-
pensable de déterminer l’arbre phylogénétique de ces séquences. Un arbre phylogénétique
est une représentation graphique des relations de parenté qui existent entre des organismes
(figure 1.13).

Il représente l’évolution d’un groupe de taxons. Les nœuds internes de l’arbre
représentent les séquences ancestrales. Les feuilles (ou noeuds externes ou terminaux) sont
les séquences connues et représentent les unités taxonomiques (OTU pour Operational
Taxonomic Unit). Les branches correspondent aux lignées évolutives. L’ensemble des
branches de l’arbre est appelé la topologie. Il existe plusieurs représentations : l’arbre
peut être raciné (l’ancêtre commun à toutes les feuilles a été placé) et être ainsi orienté
ou il peut être non raciné et donc non orienté. Lorsque l’arbre est orienté cela signifie
qu’il existe une évolution temporelle et les longueurs plus ou moins longues des branches
correspondent à la mesure de la quantité d’évolution. Cette quantité d’évolution s’exprime
en nombre de substitutions par site. La plupart des méthodes de construction d’arbres
phylogénétiques donnent des arbres non racinés. Il faut par la suite raciner l’arbre obtenu.
La plupart du temps, pour construire un arbre phylogénétique, des séquences homologues
alignées sont utilisées.
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Fig. 1.13: Un arbre phylogénétique. L’outgroup ou groupe externe permet de raciner l’arbre et
d’orienter les événements dans l’arbre (section 3.3.2). Extrait de (Daubin, 2002)

Enfin il faut savoir que l’histoire évolutive des gènes reproduit celle des espèces qui
les portent sauf si il y a eu des transferts horizontaux, c’est-à-dire des transferts de gènes
entre espèces ou si il y a eu des duplications géniques. Dans ce cas, l’arbre des espèces peut
être différent de l’arbre des gènes.

3.3.1 Les différentes méthodes

Il existe trois grands types de méthodes permettant la reconstruction d’arbres phylo-
génétiques :

– les méthodes basées sur les distances évolutives,
– les méthodes par parcimonie,
– les méthodes de maximum de vraisemblance

Les méthodes de distances sont des méthodes de reconstruction d’arbres phylogéné-
tiques sans racine basées sur les mesures de distances entre séquences prises deux à deux,
c’est-à-dire le nombre de substitutions de nucléotides ou d’acides aminés entre ces deux
séquences. Elles permettent de reconstruire des arbres en partant des ressemblances ob-
servées entre chaque paire d’unités évolutives. On parle de la ressemblance globale établie
à partir du maximum d’observations disponibles.

Deux étapes sont nécessaires pour la reconstruction d’arbre en utilisant les méthodes
de distances :

– Calcul d’une matrice de distances à partir de l’alignement de départ.
– Construction de l’arbre phylogénétique en utilisant la matrice de distances
Le calcul de distances peut se faire simplement en comparant les séquences et en

évaluant leur similitude et leur différence (distance observée). Il est également possible
de calculer une distance évolutive en utilisant des modèles évolutifs qui permettent de
prendre en compte les processus évolutifs qui agissent sur les séquences. En effet, un
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simple comptage des différences entre deux séquences ne donne pas forcément le nombre
réel d’événements de mutation, il peut y avoir des substitutions cachées ou multiples. Ainsi
il existe plusieurs modèles évolutifs dont les plus connus sont celui de Jukes-Cantor (Jukes
& Cantor, 1969) ou celui de Kimura à deux paramètres (Kimura, 1980).

Plusieurs méthodes de distances ont été développées et permettent de construire
un arbre phylogénétique à partir d’une matrice de distance. Parmi ces méthodes, il
existe les algorithmes UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean)
et Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). Le principe de UPGMA est de regrouper
ensemble les séquences les plus proches en faisant l’hypothèse d’horloge moléculaire.
Cette hypothèse suppose que toutes les lignées évoluent à la même vitesse depuis leur
divergence, c’est-à-dire depuis que leur dernier ancêtre commun a subi une spéciation
et qu’il y a eu séparation en deux espèces distinctes. La méthode Neighbor-Joining,
quant à elle, permet de construire l’arbre dont la somme des longueurs des branches est
minimale en recherchant les séquences les plus proches à chaque étape de regroupement
sans impliquer l’hypothèse d’horloge moléculaire. Les méthodes de distances sont rapides
et donnent de bons résultats pour des séquences ayant une forte similarité.

Différents programmes de construction phylogénétique ont été développés et utilisent
ces méthodes de distances. Parmi ces logiciels, FASTME (Desper & Gascuel, 2002)
est basé sur le principe du minimum d’évolution qui consiste à retenir l’arbre dont la
longueur estimée de sa topologie (somme des longueurs des branches) est la plus petite.
BIONJ (Gascuel, 1997) et QUICKTREE (Howe et al., 2002) sont des implémentations
de la méthode Neighbor-Joining qui est une approximation du principe du maximum
d’évolution. Ces programmes garantissent une grande rapidité d’exécution même si la
qualité de l’arbre n’est pas optimale.

Les méthodes par parcimonie et celles de maximum de vraisemblance sont basées sur
les caractères et s’intéressent au nombre de mutations (substitutions / insertions /délé-
tions) qui affectent chacun des sites de la séquence.

La parcimonie consiste à minimiser le nombre de substitutions nécessaires pour passer
d’une séquence à une autre dans une topologie de l’arbre. Les méthodes de maximum de
parcimonie recherchent toutes les topologies possibles afin de trouver l’arbre optimal c’est-
à-dire l’arbre dont la topologie requiert le nombre minimal de substitutions nécessaires
totalisé sur l’ensemble des sites pour passer d’une séquence à une autre de la topologie.
Ces méthodes sont relativement lentes car le temps nécessaire pour cette exploration croit
rapidement avec le nombre de séquences. Un des algorithmes développant la méthode du
maximum de parcimonie est l’algorithme de Fitch (Fitch, 1977).

Les méthodes de maximum de vraisemblance recherchent l’arbre dont la topologie est
la plus vraisemblable étant donnés les séquences et le modèle d’évolution des séquences
choisi. Ces méthodes évaluent, en terme de probabilités, l’ordre des branchements et la
longueur des branches d’un arbre sous un modèle évolutif donné. Elles ne comparent pas
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les données deux à deux, mais estiment la vraisemblance de chaque site pour la topologie
au regard du modèle évolutif choisi. La topologie choisie par la méthode sera celle qui
maximise la vraisemblance de l’alignement. Ces méthodes nécessitent des temps de calcul
très importants.

Plusieurs packages de programmes proposent des implémentations des méthodes de
parcimonie et de maximum de vraisemblance comme par exemple PHYLIP (Felsenstein,
1989), PAUP (Swofford, 2003) ou le programme PHYML (Guindon & Gascuel, 2003).

3.3.2 Enraciner un arbre

Lorsqu’un arbre n’est pas raciné, cela signifie que l’ancêtre commun à toutes les feuilles
n’a pas été trouvé. Etant donné qu’un arbre phylogénétique est un arbre d’évolution, il
ne peut être considéré en tant que tel que lorsqu’il est raciné. Afin de pouvoir obtenir
des informations au niveau évolutif, il faut donc raciner l’arbre et définir l’emplacement
du gène ancestral commun. Pour cela, il existe différentes méthodes : la méthode de
l’outgroup, du point médian ou le racinement par un paralogue.

La méthode de l’outgroup consiste à ajouter aux séquences traitées, avant la construc-
tion de l’arbre, un groupe externe (outgroup) correspondant à une séquence éloignée. La
divergence entre le groupe externe et les autres séquences doit être antérieure à la diver-
gence entre les séquences traitées. Ainsi le nœud-racine sera placé entre la séquence ajoutée
et le noeud connectant cette séquence aux autres. Le groupe externe ne doit pas être trop
éloigné des séquences traitées sinon cela peut impliquer des erreurs de topologie car il est
difficile dans ce cas d’estimer les distances entre le groupe externe et les autres séquences.
De plus, il existe un risque d’attraction des longues branches avec l’outgroup (Philippe &
Germot, 2000). L’attraction des longues branches est un artéfact de reconstruction qui se
traduit par le mauvais positionnement des séquences évoluant plus vite ou moins vite que
la moyenne. En particulier, les séquences qui évoluent plus vite apparaissent d’émergence
beaucoup trop précoce dans les phylogénies. Le groupe externe ne doit pas non plus être
trop proche car dans ce cas ce n’est pas un vrai groupe externe et la séquence ajoutée en
tant que groupe externe risque de se retrouver parmi les séquences traitées dans l’arbre
phylogénétique. Enfin, plusieurs groupes externes peuvent être utilisés afin d’améliorer la
topologie de l’arbre.

Dans le cas où il n’y a pas de groupe externe qui puisse permettre un racinement de
l’arbre, il est possible de positionner la racine par une méthode mathématique en faisant
l’hypothèse que la vitesse d’évolution tend à être uniforme sur l’ensemble des branches de
l’arbre (hypothèse de l’horloge moléculaire). C’est la méthode du point médian (mid-point
rooting) qui consiste à positionner la racine approximativement à égale distance de toutes
les feuilles.

Enfin, s’il existe une duplication ancestrale clairement identifiée, il est possible d’uti-
liser un gène paralogue pour raciner l’arbre phylogénétique.
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3.3.3 Evaluer la qualité d’un arbre

Lorsqu’un arbre phylogénétique est construit, il faut évaluer la fiabilité de cet arbre
c’est-à-dire évaluer celle de chaque branche interne de l’arbre puisque l’information phy-
logénétique réside dans l’ensemble de ses branches internes. Pour cela, plusieurs méthodes
statistiques sont disponibles. La méthode la plus couramment utilisée est le bootstrap.
Cette méthode part du principe que les caractères évoluent de manière indépendante. Elle
a été inventée par Bradley Efron en 1979 et introduite en phylogénie par Felsenstein en
1985 dans le package PHYLIP. Cette méthode consiste à réaliser, à partir d’un alignement
d’origine, un grand nombre (au moins 100) d’alignements ”artificiels” de même taille par
tirage aléatoire avec remise. Puis, pour chaque alignement ”artificiel” obtenu, l’arbre est
reconstruit et comparé à l’arbre d’origine. Pour chaque branche interne de l’arbre d’origine,
on compte le nombre de fois où celle-ci est présente dans les arbres obtenus artificielle-
ment. Cette fréquence avec laquelle on retrouve un sous-arbre est la valeur de bootstrap
(figure 1.14). Elle indique la robustesse statistique de la branche interne. Ainsi plus cette
valeur est élevée plus la fiabilité de la branche est importante.

Fig. 1.14: Principe du bootstrap. Extrait de (Calteau, 2005).
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3.3.4 Les formats d’arbres

Il existe différents formats pour représenter les arbres phylogénétiques tels que les
formats Newick ou Nexus. La plupart des programmes de phylogénie utilisent le format
Newick créé par Cayley (1857), maintenant devenu un format standard. Ce format repré-
sente les arbres sous forme linéaire par une série de parenthèses imbriquées, regroupant les
noms des séquences et séparés par des virgules (figure 1.15). Dans ce format, la configura-
tion décrite par les parenthèses représente la topologie de l’arbre.

Fig. 1.15: Exemple de format Newick
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L’identification

L’identification est une des principales applications de la systématique qui est consti-
tuée de deux disciplines, la taxonomie et la nomenclature. La taxonomie est la science qui
permet de classer rationnellement les organismes vivants en groupes d’affinité. Cette dis-
cipline est étroitement liée à l’identification puisque le but de cette dernière est de placer
un nouvel individu dans la classification existante. La nomenclature, quant à elle, a pour
objectif de donner un nom à chaque groupe défini dans la taxonomie selon des règles pu-
bliées. Cela permet d’unifier le langage scientifique et d’améliorer la communication entre
les utilisateurs.

1 La taxonomie

1.1 Une brève histoire

Le mot taxinomie ou taxonomie (taxis = arrangement et nomos = usage, règlement) a
été proposé en 1813 par le botaniste suisse Augustin-Pyramus de Candolle afin de désigner
la science des lois de la classification des formes vivantes. Carl von Linné (1707 - 1778)
posa les fondations de la systématique, et fut l’auteur d’une classification dont les grands
principes furent la base de la systématique scientifique jusqu’au milieu du XXème siècle.
Linné codifie les différents niveaux hiérarchiques ou taxons et définit les sept rangs tradi-
tionnels : règne, embranchement, classe, ordre, famille, genre, espèce. Cette classification
traditionnelle fait encore, en ce début du XXIième siècle, partie du bagage culturel com-
mun. En 1859, Charles Darwin recommande une classification purement généalogique. S’il
y a eu évolution, les espèces doivent être classées selon leur degré d’apparentement évolutif.
Il arrive ainsi à l’idée-clé de descendance avec modification, proposée dans De l’origine des
espèces (1859), et qui structure désormais la pensée phylogénétique. Il a donc fallu attendre
Darwin pour comprendre que l’ordre de la Nature est le reflet de l’histoire évolutive des
organismes sur Terre. Trouver la classification naturelle et retrouver cette histoire corres-
pond donc à la même chose. Cependant, après cette percée conceptuelle fondamentale, il
faudra attendre près d’un siècle pour que celle-ci devienne opérationnelle, et d’abord pour
accepter la généalogie comme inaccessible (qui descend de qui ?) pour mieux se concen-
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trer sur la phylogénie (qui est plus proche parent de qui ?). Dans la deuxième moitié du
XXème siècle est apparue l’approche phylogénétique pour laquelle le critère fondamental
du choix de la classification est qu’elle doit refléter strictement la phylogénie, c’est-à-dire
les degrés d’apparentement entre espèces. La notion même d’une telle phylogénie est une
conséquence de la théorie de l’évolution, et le succès prédictif des arbres phylogénétiques
une des preuves de cette théorie. La taxonomie est donc une discipline de synthèse en
constante évolution. Le but ultime est de mettre au point une classification naturelle des
espèces pour dégager les entités évolutives, en tenant compte des rapports existant entre
elles et de leur degré de complexité. Des bouleversements interviennent périodiquement
dans la dénomination et l’ordre des groupes taxonomiques ou taxons.

1.2 Les classifications

Une classification est représentée par un classement arborescent (un arbre). Cet arbre
part d’une racine et inclut des êtres vivants existant ou ayant existé, jusqu’aux individus.
Chaque nœud définit un taxon, qui groupe tous les sous-taxons qu’engendre le nœud. Le
terme classification est souvent donné comme synonyme de taxonomie. La classification
permet donc d’établir selon des critères de similarités, une hiérarchie des organismes dont
les niveaux correspondent à des groupes taxonomiques. Il existe différentes classifications
dont la classification phénotypique et la classification phylogénétique.

1.2.1 La classification phénotypique

La classification traditionnelle basée sur des traits phénotypiques est issue de la classi-
fication du vivant établie par Linné. Cette classification utilise la comparaison de caractères
considérés comme importants tels que des caractéristiques morphologiques observables ou
l’habitat. Elle divise le monde du vivant en cinq règnes : les procaryotes (bactéries et
archées), les protistes (eucaryotes unicellulaires), les champignons (eucaryotes multicellu-
laires), les végétaux (eucaryotes multicellulaires) et les animaux (eucaryotes multicellu-
laires). Cependant une telle classification ne reflète qu’une quantité d’information réduite
car les critères ne sont pas tout le temps suffisamment précis pour discerner les différentes
espèces. De plus, le choix des critères qualifiés ”d’importants” est subjectif et il peut varier
d’un auteur à un autre ce qui est une source potentielle d’instabilité.

1.2.2 La classification phylogénétique

La classification phylogénétique, initiée par Willi Hennig en 1950, est basée sur les
caractères anatomiques des êtres vivants analysés différemment et par la suite sur les ca-
ractères moléculaires. Cette classification permet de mieux visualiser les embranchements
du vivant tels que ceux constitués par différenciations progressives au cours du temps. Le
principe est de classer les organismes selon les similarités ou les différences qu’il existe entre
leurs séquences d’acides nucléiques. Une des grandes évolutions de l’approche phylogéné-
tique est que cette classification illustre les principes d’évolution et de parenté des espèces
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alors que celle développée par Linné était basée sur l’hypothèse que toutes les espèces sont
apparues en même temps et que celles-ci étaient fixes.

2 L’identification de séquences

2.1 Définition

Le but de l’identification est d’attribuer une unité taxonomique inconnue à un groupe
taxonomique défini au préalable dans une classification préétablie. La classification est donc
indispensable à l’identification de nouveaux individus puisque l’assignation à un groupe
ne peut se faire que si le groupe a déja été décrit. Ainsi pour identifier un nouveau taxon
ou une nouvelle séquence, il faut trouver le taxon connu le plus proche de celui à identi-
fier. L’identification ne peut se faire qu’en utilisant la classification existante qui constitue
une base de connaissance nécessaire. Les méthodes utilisées pour l’identificaion et la robus-
tesse du résultat sont donc intimement liées aux travaux réalisés en amont. L’identification
est utilisée dans de nombreux domaines, tels que la microbiologie, la médecine, l’environ-
nement, etc. Dans le domaine médical, les méthodes d’identification sont utilisées pour
détecter et reconnâıtre les micro-organismes impliqués dans des pathologies, ce qui per-
met ainsi de choisir le traitement le plus approprié. Les méthodes d’identification peuvent
également être utilisées dans le domaine agro-alimentaire comme outils de la traçabilité
alimentaire. Dans d’autres contextes tels que l’identification d’espèces ou de taxons à partir
de marqueurs moléculaires d’organismes environnementaux, la confrontation d’une nou-
velle séquence avec une banque de données, ou la mise à jour des banques de séquences,
l’assignation d’une nouvelle séquence à une collection est nécessaire. Par exemple, dans les
banques de familles de gènes homologues, l’identification d’une séquence inconnue consiste
à connâıtre la famille de gènes homologues à laquelle cette séquence appartient, ce qui
permet l’étude de ses relations évolutives.

2.2 Les méthodes d’identification

L’évolution des méthodes d’identification correspond à celle des méthodes de classifi-
cation. Ainsi on peut distinguer les méthodes reposant sur l’étude phénotypique et celles
basées sur des approches moléculaires. Beaucoup de méthodes ont été développées pour
l’identification bactérienne et notamment pour le domaine médical.

2.2.1 L’approche phénotypique

De la même manière que la classification, l’identification phénotypique s’appuie sur
des études morphologiques, biochimiques, sérologiques, etc. Il s’agit de comparer divers
caractères phénotypiques du taxon à étudier avec ceux des taxons déjà connus. Les
caractères phénotypiques peuvent être de simples observations ou des tests préliminaires
mais cela peut également être des tests métaboliques, de la sérologie, etc.

33



Chapitre 2:L’identification

Au début du XXème siècle, le nombre limité de tests biochimiques ou phénotypiques
a conduit à une caractérisation des espèces inadéquate et imprécise. En microbiologie,
c’est à partir de 1960 qu’apparâıt un premier manuel d’identification développé dans
les laboratoires de microbiologie clinique (ROCHE). Puis BioMérieux a rapidement
commercialisé des galeries API 20E garantissant des résultats en moins de 20 heures à
partir de 20 tests différents. En 1978, Microscan est développé et permet une identification
et des tests de sensibilité. Enfin, c’est en 1983 que les premiers automates d’identification
bactérienne apparaissent sur le marché. C’est le cas du produit VITEK 2 (BioMérieux,
Marcy l’Etoile, France) ou du système PHOENIX (Becton Dickinson Microbiology
Systems, Cockeysville, Md.) qui automatisent toutes les étapes nécessaires à la réalisation
des tests d’identification.

Cependant, les techniques phénotypiques ne sont pas forcément adaptées à une iden-
tification exacte et rapide et peuvent prendre un certain temps. En zoologie, par exemple,
l’identification morphologique peut nécessiter l’obtention d’individus adultes, ce qui exige
l’élevage ardu et coûteux de spécimens. Il faut donc pouvoir accélérer les processus d’iden-
tification. Par ailleurs, le nombre de tests phénotypiques est limité et restreint, ainsi, ce
type d’identification. La plasticité phénotypique et la variabilité génétique des caractères
utilisés pour l’identification phénotypique peuvent mener à des identifications incorrectes.
Enfin, étant donné que les clefs d’identification morphologique sont souvent efficaces seule-
ment pour une étape de vie ou un genre particulier, beaucoup d’individus ne peuvent être
identifiés et l’utilisation de telles clefs exige souvent un si haut niveau d’expertise que les
diagnostics erronés sont communs.

2.2.2 L’approche moléculaire

Les limitations de l’identification phénotypique ont conduit au développement d’une
nouvelle approche basée sur l’analyse des séquences : l’identification moléculaire. Le prin-
cipe est de comparer les séquences d’ADN des taxons à étudier. La majorité des mé-
thodes utilisées actuellement repose sur une amplification pour augmenter la sensibilité.
De nombreuses méthodes d’identification moléculaire ont fait l’objet d’expérimentations,
en particulier à l’aide de procédés de détection d’acides nucléiques tels que l’hybridation
moléculaire et les techniques d’amplification génique in vitro. Ces derniers permettent,
en produisant un nombre très élevé de séquences nucléiques identiques, d’améliorer la
sensibilité des tests. Différentes méthodes d’identification ont été développées telles que
le séquençage et, plus récemment, l’utilisation de codes barres génétiques. Par rapport
aux approches phénotypiques, ce type d’identification permet d’obtenir des résultats plus
précis, objectifs et reproductibles. De plus, il donne la possibilité d’identifier des orga-
nismes non cultivables et de faire des analyses (semi-)quantitatives. Il n’y a plus besoin de
conditions spécifiques de croissance ou de tests préliminaires. Les séquences peuvent être
facilement partagées, transportées ou stockées dans des banques et les taches d’identifi-
cation peuvent être automatisées. Enfin, l’identification moléculaire permet une approche
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phylogénétique et l’analyse de l’évolution des séquences d’ADN.

2.2.2.1 L’hybridation moléculaire

Les méthodes d’identification moléculaire peuvent se baser sur l’hybridation (Meijer
et al., 2000). Cette dernière permet de mettre en évidence au sein d’une cellule ou
d’un tissu, une séquence d’acide nucléique. C’est une réaction hautement spécifique
permettant la détection et l’identification de la séquence recherchée parmi les milliers de
séquences d’un génome, ou dans un mélange de séquences de différents organismes. Elle
est basée sur le principe de complémentarité des bases nucléiques, plus particulièrement
entre l’ADN et le brin d’ARN de séquences complémentaires. L’hybridation moléculaire
désigne l’association qui peut avoir lieu entre deux acides nucléiques simples brins de
séquences complémentaires et qui conduit à la formation d’un double brin ou duplex.
Cette association s’effectue par l’établissement de liaisons hydrogènes spécifiques : deux
liaisons entre l’adénine (A) et la thymine (T) (ou l’uracile U) et trois entre la cytosine (C)
et la guanine (G). La formation et la stabilité des duplex dépendent de nombreux facteurs
en plus de la composition en bases : longueur des duplex, complexité de la séquence, etc.

L’hybridation est à la base de nombreuses techniques de biologie moléculaire impli-
quant la mise en présence d’au moins deux brins simples d’acides nucléiques dans des
conditions physico chimiques précises. Le brin, dont on connâıt au moins une partie de la
séquence, est une sonde, l’autre brin, celui que l’on souhaite caractériser constitue la cible.
Une sonde nucléotidique est donc un segment de nucléotides qui permet de rechercher
de manière spécifique un fragment d’acide nucléique que l’on désire étudier. Ce peut être
une séquence d’ADN ou d’ARN, mais obligatoirement monocaténaire. Sa taille est très
variable : oligonucléotide de 20-30 nucléotides ou, à l’opposé, de plusieurs centaines de
nucléotides. La sonde est complémentaire et antiparallèle du fragment recherché. Dans un
mélange complexe où s’effectue l’hybridation moléculaire, la sonde doit être facilement
repérable grâce à un marquage avec un radioisotope (marquage chaud), mais il existe
également des sondes sans marquage par un radioisotope (sondes froides).

Les nouveaux développements de l’hybridation ont conduit à de nouvelles applications
tel que les puces à ADN (Ye et al., 2001). Le principe de fonctionnement des puces repose
sur l’utilisation de sondes (ADN ou ARN). Des sondes moléculaires, le plus souvent des
oligonucléotides, sont fixées sur une surface miniaturisée, généralement de l’ordre de
quelques centimètres carrés. Lors d’une analyse, un échantillon contenant des fragments
d’un acide nucléique cible, est déposé sur la puce à ADN. La mise en présence des
séquences cibles marquées et des sondes conduit à la formation par hybridation de duplex.
Après une étape de lavage, permettant d’éliminer les cibles non hybridées, une analyse
de la surface de la puce permet le repérage des hybridations effectives grâce aux signaux
émis par les marqueurs étiquettant la cible. Il résulte de cette analyse une empreinte
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d’hybridation qui, par un traitement informatique adéquat, permettra d’accéder à des
informations plus ou moins complexes et complètes, telles la présence de fragments
particuliers dans l’échantillon, la détermination des séquences, l’étude des mutations,
etc. Le principe des puces à ADN est présenté à la figure 2.1. Enfin, il existe des sondes
PNA (Peptide Nucleic Acid) (Stender et al., 2002). Elles constituent des analogues de
l’ADN, leurs propriétés physico-chimiques leur conférant une sensibilité et une spécificité
supérieure aux sondes ADN.

Cependant la difficulté de cette technique réside dans l’obtention de la sonde c’est-
à-dire d’une séquence courte et spécifique d’une seule espèce. De plus la sensibilité des
sondes est limitée et autorise rarement leur emploi pour le diagnostic direct. Ce manque
de sensibilité qui, pendant longtemps, a représenté l’obstacle majeur, est à présent résolu
avec l’apparition des techniques d’amplification génique.

Fig. 2.1: Principales étapes du principe des puces à ADN.

2.2.2.2 L’amplification génique ou PCR (”polymerase chain reaction”)

La PCR est une technologie qui a bouleversée la biologie moléculaire et s’est
implantée très rapidement dans les laboratoires. La première publication sur la PCR
a été faite en 1986 par K. Mullis (Mullis et al., 1986). En 1988, la première PCR a
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été réalisée par R. Saiki (Saiki et al., 1988). Les premiers kits PCR commerciaux, Am-
plicor concernaient le diagnostic médical, puis ils ont été destinés au diagnostic alimentaire.

Le principe de la réaction d’amplification de gène est très simple. La méthode permet
de recopier un segment d’ADN ou d’ARN en de nombreux exemplaires, grâce à une ADN
polymérase thermostable extraite de Thermus aquaticus (la Taq polymerase) et à deux
amorces oligonucléotidiques qui encadrent le segment amplifié. La PCR consiste en une
succession cyclique de trois étapes (figure 2.2) :

– La dénaturation thermique : les deux brins d’ADN sont séparés par élévation de la
température supérieure à la température de dénaturation de l’ADN.

– L’hybridation des amorces : une amorce sens et une amorce antisens vont s’hybrider
sur les brins d’ADN et délimitent ainsi la séquence à amplifier. La température réac-
tionnelle doit être inférieure à la température de fusion des amorces pour permettre
leur hybridation.

– L’élongation : la Taq polymérase (ADN polymérase ADN dépendante résistante
à température élevée) allonge les amorces en incorporant des désoxynucléotides
complémentaires de la séquence de la matrice à laquelle elle est hybridée.

Fig. 2.2: Les différentes étapes de la PCR.

Cette technique permet donc d’amplifier un fragment d’ADN ce qui permet d’aug-
menter la sensibilité de détection. Chaque réaction est spécifique et la difficulté de la mise
au point des techniques PCR se situe dans le choix de l’amorce et de la zone à amplifier.

Des techniques associées ont été développées comme par exemple :
– La PCR embôıtée ou PCR gigogne (Nested PCR) qui s’effectue en deux étapes

successives, avec deux couples d’amorces différents, le second liant des séquences
situées à l’intérieur du premier amplicon. Elle permet une meilleure sensibilité du
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résultat.
– La PCR multiplexe (Multiplex PCR) qui permet d’amplifier plus d’un amplicon à

la fois, généralement en ajoutant un couple d’amorces par type désiré.
– La PCR en temps réel (Real-time PCR) ou Q-PCR (Quantitative PCR) qui consiste

à mesurer la quantité d’ADN polymérisé à chaque cycle grâce à un marqueur fluo-
rescent.

– La RT-PCR (RT-PCR pour Reverse Transcriptase PCR) qui associe une RT (syn-
thèse du brin complémentaire d’un ARN avec des désoxyribonucléotides en utilisant
une ADN polymérase ARN dépendante) suivie d’une PCR. Elle permet de pouvoir
séquencer, cloner ou mesurer un transcrit généralement très faiblement représenté.

– La méthode NASBA (Nucleic Acid Sequence-based Amplification ; Compton,
1991) qui est une méthode d’amplification isotherme reposant sur la réplication
rétrovirale et utilisant trois enzymes.

Les techniques de PCR sont donc largement utilisées pour augmenter la sensibilité et
permettre une meilleure identification.

2.2.2.3 Le séquençage

Le séquençage consiste à déterminer la succession de nucléotides composant le brin
d’ADN étudié. Cette technique utilise les connaissances qui ont été acquises depuis
une trentaine d’années sur les mécanismes de la réplication de l’ADN : elle repose sur
l’allongement par l’ADN polymérase d’un brin à partir d’une amorce, en utilisant un
autre brin d’ADN comme matrice. La méthode de séquençage (méthode des didésoxyri-
bonucléotides) proposée par Frederick Sanger (Sanger et al., 1977) est universellement
employée pour séquencer l’ADN. Depuis 1977, la méthode a considérablement évolué
grâce à la mise au point de séquenceurs automatiques et du marquage des nucléotides à
l’aide de fluorochromes.

La technique d’identification basée sur le séquençage direct consiste à séquencer un
segment d’ADN et à comparer cette séquence avec les séquences connues et stockées en
banques de données. Cela permet d’identifier le taxon étudié et de le classer dans la col-
lection de données. Il est ainsi possible, par exemple, de comparer la séquence inconnue
avec celles des banques de gènes homologues afin de déterminer la famille de séquences
homologues à laquelle appartient le taxon inconnu.

Lorsqu’une région spécifique d’un chromosome est séquencée, des banques de gènes
spécifiques correspondants sont utilisées pour la comparaison. Par exemple pour l’identi-
fication bactérienne, des gènes spécifiques sont utilisés, et en particulier ceux codant pour
l’ARN. Il existe différents types d’ARN (cf. chapitre 1, page 1 section 1.2.4, page 7). Les
ARNr sont trés utilisés en taxonomie et en identification bactérienne. Ils ont été choisis en
identification pour plusieurs raisons : c’est une molécule ubiquiste, sa structure est bien
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conservée car c’est une molécule indispensable à toute cellule pour la biosynthèse des pro-
téines et enfin les ARNr sont abondants dans la cellule et donc facilement purifiables. Les
ARNr s’associent à des protéines pour former les ribosomes constitués de deux sous-unités.
Chez les procaryotes, la petite sous-unité 30S est constituée d’une molécule d’ARN 16S
et de 21 châınes polypeptidiques. La grande sous-unité 50S est constituée d’une molécule
d’ARN 5S, d’une molécule d’ARN 23S et de 34 châınes polypeptidiques. Chez les euca-
ryotes, la petite sous-unité 40S est composée d’une molécule d’ARNr 18S et de 33 protéines.
La grande sous-unité 60S est composée de trois molécules d’ARNr 5S, 28S et 5.8S et de
49 protéines. Parmi les gènes codant pour les différentes sous-unités ribosomiques, le gène
codant pour l’ARNr 16S est le plus utilisé en identification bactérienne pour déterminer
le genre et l’espèce car sa structure secondaire est plus conservée.

Les gènes spécifiques utilisés dans l’identification doivent être rigoureusement choi-
sis car ils doivent permettre de différencier l’ensemble des espèces d’un genre. Ces gènes
ne doivent pas non plus avoir des régions soumises à de trop fortes variations car cela
impliquerait une perte d’homogénéité intra-spécifique. Enfin, les gènes peuvent subir des
transferts horizontaux (échange de matériel génétique entre des organismes non forcément
apparentés), ce qui peut entrâıner des erreurs d’identification.

2.2.2.4 Les codes barres d’ADN (”DNA barcode”)

Récemment, l’utilisation de codes barres d’ADN a été proposée (Hebert et al., 2003a)
afin de faciliter l’identification et la découverte d’espèces. Un projet international visant
à établir le code barre de toutes les espèces animales et végétales a été mis en place.
Le Consortium Barcode of Life (CBOL) réunit plus de 50 organisations de 22 pays des
six continents. Les partenaires établissent des codes barres d’ADN afin de constituer un
inventaire géant de la vie sur terre. C’est une technique qui utilise des courtes séquences de
gènes situés à une position standard du génome comme marqueurs moléculaires pour des
espèces. Chaque espèce a un code barre d’ADN différent, ce qui permet d’utiliser ces codes
barres pour identifier les spécimens, découvrir, caractériser, décrire de nouvelles espèces et
améliorer la taxonomie.

Hebert et al. ont établi que le gène mitochondrial de la sous-unité 1 de l’oxydase du
cytochrome c peut être utilisé comme code barre pour identifier les espèces du règne animal
(Hebert et al., 2003a; Hebert et al., 2003b). Les séquences de codes barres d’ADN sont très
courtes (environ 500 paires de bases) relativement au génome entier et elles peuvent être
obtenues rapidement et assez facilement. Ils ont également montré que la diversité dans les
séquences d’acides aminés codées par la section 5’ du gène mitochondrial était suffisante
pour placer convenablement les espèces à l’intérieur des catégories taxonomiques les plus
hautes (des phylums aux ordres). Comme deuxième étape dans les procédures de codes
barres d’ADN, les ”microcodes” ont été proposés (Summerbell et al., 2005) pour permettre
une identification plus rapide, moins coûteuse ou plus facile à utiliser. Ces ”microcodes”
correspondent à des codes barres d’oligonucléotide et font moins de 25 paires de bases.
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Hebert et al. (Hebert et al., 2003b) argumentent contre l’utilisation des gènes codant
pour l’ARNr 16S et 12S comme marqueurs moléculaires à cause des problèmes d’aligne-
ments que posent la présence d’insertions et de délétions multiples dans ces gènes. Cepen-
dant, beaucoup d’études montrent que les gènes codant pour l’ARNr 28S (Tautz et al.,
2003; Markmann & Tautz, 2005), l’ITS (Blaxter, 2003) et l’ARNr 16S (Vences et al., 2005;
Steinke et al., 2005) peuvent être utilisés comme marqueurs moléculaires dans les systèmes
de codes barres d’ADN.

3 Les outils bioinformatiques existants

L’identification consiste à comparer une séquence inconnue à un ensemble de séquences
connues d’une banque. Trouver la ou les séquences de la banque qui sont les plus proches de
la séquence requête permet d’identifier celle-ci. Pour trouver ces séquences, il est nécessaire
d’utiliser un ensemble de processus parfois complexes à manipuler. Tout d’abord il faut
faire une recherche de similarité dans la banque pour sélectionner les séquences les plus
proches de celle analysée. Puis les séquences retenues sont alignées avec celle traitée. En-
fin l’arbre phylogénétique correspondant doit être construit. De plus, les résultats doivent
parfois être vérifiés manuellement. Lorsque ces tâches doivent être faites séquentiellement,
l’identification de séquences devient un travail long et pénible. Le nombre de séquences
disponibles dans les banques augmente de façon exponentielle avec les techniques de sé-
quençage massif et identifier les gènes de protéines inconnues est une étape cruciale de
l’annotation de génomes. Des outils bioinformatiques automatisés sont donc nécessaires
pour effectuer ces opérations de façon précise et rapide. Des applications ont été dévelop-
pées afin d’aider les biologistes à analyser et identifier de nouvelles séquences. Ces outils
ont une approche différente selon les données qu’ils traitent et les banques qu’ils utilisent.
Nous présentons, ici, quelques uns de ces outils. Beaucoup de méthodes d’identification
sont utilisées pour l’identification de micro-organismes. Ainsi plusieurs méthodes ont été
développées pour permettre l’identification de bactéries. L’identification est également uti-
lisée pour tracer les aliments. Récemment, un outil utilisant les codes barres d’ADN a été
développé.

3.1 BIBI, MitALib et PhyID/CD

Au sein du laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive, trois expériences de dé-
veloppement de systèmes d’identification basés sur l’utilisation des séquences biologiques
ont été conduites. Tout d’abord le système BIBI (Bioinformatics Bacterial Identification,
Devulder et al., 2003), dédié principalement à l’identification de bactéries pathogènes,
puis le système MitALib (Mitochondrial sequences Aligned Library, Delucinge, 2003),
dédié à la traçabilité en alimentation humaine et enfin PhyID/CD (Flandrois et al., 2005)
pour l’identification bactérienne et virale. Ces trois systèmes se basent sur l’emploi de
banques de données, associées à un ensemble d’outils permettant de positionner une
séquence requête par rapport aux séquences figurant dans ces banques. La méthodologie
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employée par ces trois systèmes est cependant assez différente.

BIBI est un outil spécifiquement développé pour l’identification bactérienne. L’uti-
lisateur sélectionne l’une des six banques de séquences bactériennes proposées par le
serveur, puis le programme effectue une recherche de similarité conduite au moyen du
logiciel BLAST. Cette première étape permet d’identifier un ensemble de séquences, dont
le nombre maximum est fixé par l’utilisateur, proches de la séquence requête. L’étape
suivante consiste en le filtrage et le traitement du fichier de sortie de BLAST. Les
séquences considérées comme les plus similaires sont alignées avec la séquence requête au
moyen d’un logiciel d’alignement multiple tel que CLUSTAL W puis MUSCLE dans la
dernière version de BIBI (BIBI light edition). Enfin, à partir de cet alignement, un arbre
phylogénétique est calculé au moyen de la méthode NJ (Neighbour-Joining), également
implémentée dans CLUSTAL W. L’utilisateur a alors la possibilité de visualiser sur cet
arbre quelle est la séquence la plus proche de la séquence requête. La banque Européenne
d’ARNr utilise l’algorithme de BIBI afin de permettre à un utilisateur de faire des
analyses rapides de phylogénies d’ARNr (Wuyts et al., 2004).

Dans le cas de MitALib, une seule banque, contenant des séquences mitochondriales,
est disponible sur le serveur. La différence avec les banques disponibles au travers de
BIBI est que ces séquences sont toutes groupées en familles homologues et préalablement
alignées. La première étape dans le processus d’identification est similaire à celle utilisée
par BIBI puisqu’il s’agit d’une recherche de similarité utilisant BLAST. Par contre, seule
la séquence présentant le meilleur score BLAST va directement servir à l’identification.
En effet, une fois cette séquence identifiée, le système va alors récupérer l’alignement
correspondant à la famille à laquelle elle appartient. L’étape suivante consiste en l’aligne-
ment de la séquence requête avec le profil de l’alignement préexistant. Cette étape est
réalisée au moyen du programme MULTALIN. Une fois cet alignement réalisé, un arbre
phylogénétique est construit avec le programme BIONJ. Encore une fois, l’identification se
fait alors par visualisation directe de la proximité des séquences sur l’arbre phylogénétique.

PhyID/CD a été conçu afin de permettre la validation d’ensembles de séquences de
référence utilisés pour identifier des séquences inconnues, soit lors d’études phylogénétiques
et taxonomiques soit lors de développements d’outils d’identification. Cette application
utilise un ensemble de séquences pré-alignées auquel elle ajoute la séquence à identifier
grâce au programme d’alignement multiple MUSCLE. L’arbre phylogénétique est ensuite
reconstruit en utilisant la méthode Neighbor-Joining ou une méthode de maximum de
parcimonie. Il est alors possible de visualiser dans l’arbre la séquence traitée par rapport
aux séquences de l’ensemble pré-aligné choisi et de l’identifier. Le programme propose
également de découper la séquence analysée en plusieurs sous-séquences qui seront, par la
suite, traitées une par une.

41



Chapitre 2:L’identification

3.2 RDP II

Le projet américain Ribosomal Database Project propose une banque regroupant des
séquences de gènes d’ARNr. Il fournit également des services d’analyse tels que le RDP
classifier accessible via un site Web. Cet outil permet de placer de nouvelles séquences
d’ARNr 16S de bactéries et d’archées dans la hiérarchie RDP afin de donner un premier
placement des séquences analysées dans la taxonomie. Il utilise un algorithme de classifi-
cation basé sur une approche bayésienne näıve (näıve Bayesian rRNA classifier). Il donne
également une estimation de la confiance à apporter à chaque placement taxonomique.
Outre cet outil d’identification, sont également proposés d’autres services comme le Hie-
rarchy Browser permettant de naviguer rapidement dans les données, le Sequence Match
utilisé pour rechercher les séquences similaires à une séquence requête ou le Probe Match
qui analyse la spécificité de séquences sondes et d’amorces par rapport à la banque RDP.

3.3 RIDOM

Le serveur web RIDOM (Ribosomal Differenciation Of Medical Organisms) fournit dif-
férents services pour les besoins de l’identification médicale (Harmsen et al., 1999; Harmsen
et al., 2002; Harmsen et al., 2003). La procédure d’identification se fait à partir d’une sé-
quence d’ADN ribosomique de la petite sous-unité du spécimen à étudier (fragment du
gène ARNr 16S). Puis une recherche de similarité permet d’obtenir le nom d’espèce ou
du genre de la séquence requête. Si les premiers résultats ne sont pas satisfaisants, deux
autres identifications sont proposées : 1) une identification à partir de l’ITS (Intergenic
transcribed spacer) correspondant à la région comprise entre le gène codant pour l’ARNr
16S et celui codant pour l’ARNr 23S ; 2) une identification à partir d’une méthode de dif-
férenciation phénotypique conventionnelle. La banque utilisée pour l’identification est une
banque spécifique développée par les auteurs de RIDOM de manière à avoir des données
les plus exactes possibles. Elle privilégie la qualité à l’exhaustivité et regroupe uniquement
des séquences d’ARNr 16S et d’ITS. L’interface Web proposée se base principalement sur
les logiciels FASTA et CLUSTAL W. Elle utilise également le paquetage PHRED/PHRAP
pour estimer la probabilité d’erreur (Ewing & Green, 1998). Enfin l’utilisateur peut contrô-
ler la qualité des résultats en visualisant les chromatogrammes des séquences.

3.4 MicroSeq

MicroSeq (Microbial identification System) est une solution commerciale complète dé-
veloppée par Applied Biosystems (Foster City, Californie) pour l’identification de bactéries,
de levures et de champignons filamenteux. Le système MicroSeq a une approche phylo-
génétique basée sur les séquences de gènes codant pour l’ARNr. Il existe deux systémes
MicroSeq : le système d’identification bactérien ”MicroSeq 16S rDNA”et le système d’iden-
tification fongique ”MicroSeq D2 LSU”. Le premier système permet d’identifier des gènes
bactériens. Il est constitué de deux kits différents : le kit ”MicroSeq 500 16S rDNA” fournit
une identification à partir d’un fragment des 500 premières paires de bases de gènes d’ADNr

42



4 Les motivations

16S et le kit ”MicroSeq Full Gene 16S rDNA”utilise l’intégralité du gène bactérien d’ADNr
16S. Ce système a été utilisé pour identifier différentes espèces telles que Mycobactérium
(Patel et al., 2000; Cloud et al., 2002; Hall et al., 2003a), Nocardia (Cloud et al., 2004)
ou pour identifier des gènes de bactéries isolés (Woo et al., 2003; Fontana et al., 2005). Le
deuxième système est utilisé pour identifier des levures et des champignons filamenteux et
se base sur une région des gènes d’ARNr de la grande sous-unité (LSU). Il a par exemple
été utilisé pour identifier des levures communément trouvées dans les cliniques (Hall et al.,
2003b). Les deux systèmes comprennent tout le nécessaire pour l’amplification, le séquen-
çage et l’analyse des résultats (MicroSeq® Analysis Software) en permettant la recherche
de similarité, l’alignement et la construction d’arbres phylogénétiques.

3.5 TaxI

Un outil, nommé TaxI, se basant sur les codes barres d’ADN a été développé (Steinke
et al., 2005) afin de permettre l’identification de séquences d’ADN. Cette application est
basée sur des calculs de divergences de séquences entre la séquence requête (le taxon
utilisé en tant que code barre) et chaque séquence de la banque de référence définie par
l’utilisateur. Le programme considère toutes les paires de séquences possibles puis utilise
T-Coffee pour aligner toutes ces paires. Enfin la divergence entre chaque paire de séquences
est déterminée à partir des alignements obtenus. Plusieurs méthodes de calcul de distances
sont proposées dont le modèle de Jukes-Cantor et celui de Kimura à deux paramètres.
La plus petite distance est identifiée et le fichier de sortie présente toutes les distances
d’évolution entre les paires de séquences.

4 Les motivations

Nous avons vu que l’identification de nouvelles séquences est utilisée dans de nom-
breux cas tels que la classification d’une séquence dans un ensemble prédéfini de séquences
connues, l’aide au diagnostic médical, la traçabilité alimentaire, la mise à jour de banque
de données, etc. De plus, le nombre de séquences inconnues augmente exponentiellement
avec le développement du séquençage. Ainsi, de plus en plus de séquences ont besoin
d’être identifiées et des outils automatisés sont nécessaires pour mener à bien cette tâche.
Selon les données à traiter l’outil utilisé est différent. En effet, les données biologiques
sont complexes. Ainsi les outils d’identification sont souvent dépendants du type de
séquences et donc des banques de séquences pour lesquels ils ont été développés. Les
divers outils que nous avons décrit précédemment sont spécifiques à un domaine ou à
un type de données comme par exemple BIBI qui a été développé spécifiquement pour
l’identification bactérienne, RIDOM pour l’identification médicale ou encore MitALib
pour l’identification alimentaire, etc.

Différentes banques de familles de séquences telles que HOVERGEN et HOGENOM
regroupent les séquences homologues de gènes protéiques en familles et fournissent un

43



Chapitre 2:L’identification

alignement et un arbre pour chacune de ces familles. Ces banques peuvent êtres utilisées
de différentes manières, et notamment dans le but de faire des analyses phylogénétiques.
L’ajout d’une seule séquence à une famille donnée de ces banques peut avoir beaucoup
de répercussions sur la topologie de l’arbre phylogénétique associé. Ces changements
peuvent être situés près de la séquence introduite, mais ils peuvent également être situés
dans des noeuds profonds. Dans un tel cas, l’information phylogénétique apportée par la
famille entière doit être prise en considération. En outre, étant donné que HOVERGEN
et HOGENOM contiennent de nombreuses familles avec plusieurs milliers de séquences,
il faut de puissants algorithmes afin d’ajouter rapidement une séquence à un grand
alignement.

Actuellement les outils d’identification de séquences disponibles comme ceux présentés
précédemment sont développés pour traiter des données spécifiques telles que des séquences
d’ARN ribosomique.

L’approche utilisée par MitALib présente l’avantage de ne pas avoir à recalculer l’ali-
gnement complet puisque la séquence requête est simplement alignée sur le profil de la
famille. En effet, aussi bien dans le cas de BIBI que de MitALib, l’étape limitante du
processus d’identification est celle correspondant au calcul de l’alignement. Par ailleurs,
ces deux systèmes ne sont effectivement fonctionnels dans le cadre d’une utilisation en
ligne que parce que les banques sur lesquelles ils travaillent sont de petite taille. De ce
fait, ils peuvent retourner des résultats en un temps CPU considéré comme acceptable par
l’utilisateur. Dans le cas des données traitées par MitALib et BIBI, il suffit de ne récupérer
qu’un petit nombre de séquences, présentant les plus fortes similarités avec la séquence
requête, avant de calculer l’alignement.

De même que pour MitAlib, dans le cas de PhyID/CD, l’alignement n’est pas recalculé
intégralement. La séquence est simplement ajoutée à l’ensemble de séquences pré-alignées
choisi. Il faut donc au préalable calculer l’alignement de toutes les séquences avec lesquelles
l’identification doit être effectuée.

De la même manière que BIBI et MitALib, RIDOM et MicroSeq utilisent des banques
de petite taille, garantissant ainsi une rapidité d’exécution. Ce sont des systèmes fermés :
le choix des séquences intégrées dans la banque et la vitesse de mise à jour dépend de la
subjectivité et de la réactivité des concepteurs. De plus MicroSeq est un système commer-
cial.

Enfin, l’outil de classification de RDP permet d’identifier des séquences d’ARNr
uniquement. Il utilise un algorithme de classification basé sur une approche bayésienne
näıve qui nécessite d’entrâıner l’outil de classification sur un jeu d’essai de séquences
de référence d’ARNr 16S. Taxi, quant à lui, se base sur des codes barres d’ADN qui
correspondent à des gènes d’ARNr 16S ou des gènes mitochondriaux de la sous-unité 1 de
l’oxydase du cytochrome c.

Ainsi tous ces outils ne peuvent pas être employés efficacement avec des grandes
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banques de familles de gènes homologues telles que HOVERGEN et HOGENOM. Nous
avons donc développé une application, appelé HoSeqI (Homologous Sequence Identifica-
tion), permettant l’identification automatique de séquences homologues et leur classifica-
tion à l’intérieur de grandes banques de familles de gènes homologues.
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L’outil d’identification développé :

HoSeqI

Afin de répondre aux différents besoins d’identification dans les grandes banques de
familles de gènes homologues telles qu’HOGENOM, nous avons développé une application,
appelée HoSeqI (Homologous Sequence Identification). Elle permet de classer automati-
quement de nouvelles séquences dans les familles de gènes homologues afin de les identifier.
Cette application, accessible par une interface Web, intègre différents programmes de re-
cherche de similarité, d’alignements multiples et de constructions d’arbres phylogénétiques
ainsi que des outils spécifiques. L’identification se fait par une approche phylogénétique,
permettant ainsi l’analyse des relations évolutives entre séquences.

1 Les objectifs

Les différents outils que nous avons présentés au chapitre précédent sont utilisés pour
des gènes spécifiques et sont, pour la plupart, destinés à des identifications bactériennes.
Une application d’identification dédiée aux banques de familles homologues doit utiliser
une approche différente puisqu’il ne s’agit pas du même type d’identification. En effet, il
faut qu’elle soit adaptée aux particularités de l’identification de nouvelles séquences dans
ce type de banque.

Différents problèmes doivent être abordés lorsqu’il s’agit de travailler avec des banques
de familles de gènes. Tout d’abord, il faut étudier l’accès aux données. Les bases de données
ne sont pas toutes construites sur le même modèle et utilisent des systèmes de gestion
différents. Ainsi l’outil d’interrogation permettant d’accéder aux données doit être étudié
afin d’utiliser les fonctionnalités adaptées à nos besoins et trouver les informations qui
nous intéressent le plus rapidement possible.

De plus, lors de l’ajout d’une nouvelle séquence à une famille, l’ensemble de celle-ci
doit être pris en compte (cf. chapitre 2, page 31 section 4, page 43). En outre, ces bases
de données peuvent contenir des familles de plusieurs milliers de séquences. Cela nécessite
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donc l’utilisation d’algorithmes capables de traiter un grand nombre de séquences.
Enfin, l’application développée est destinée à être utilisée via Internet. Il s’agit de

développer une application Web qui permettra d’obtenir des résultats rapidement. Il est
donc indispensable d’utiliser des méthodes et des programmes pouvant effectuer les tâches
demandées dans un intervalle de temps acceptable pour une telle application. De plus
l’interface doit être facile à manipuler et doit permettre d’interagir le plus efficacement
possible avec l’utilisateur.

2 L’accès aux données

2.1 Les banques utilisées

Nous avons travaillé avec des banques disponibles au Pôle Bio-Informatique Lyonnais
(PBIL : http ://pbil.univ-lyon1.fr) regroupant les séquences en familles de gènes homo-
logues.

Les banques HOGENOM, HOVERGEN, HomolEns (cf. chapitre 1, page 1 section 2.2,
page 13) et HOVERGEN clean ont été développées au laboratoire de Biométrie et Biologie
Evolutive de Lyon :

– HOGENOM regroupe les séquences de génomes complets.
– HOVERGEN contient les séquences de tous les gènes des vertébrés figurant dans

GenBank.
– Une version ”nettoyée” de HOVERGEN est proposée : HOVERGEN clean. Dans

cette version, les alignements et les arbres sont plus fiables mais contiennent moins
de séquences : les séquences partielles qui couvrent moins de 80% de l’alignement
des protéines complètes sont exclues.

– HomolEns contient les gènes homologues des organismes séquencés entièrement dis-
ponibles sur Ensembl.

Une version de la banque HAMAP (cf. chapitre 1, page 1 section 2.1, page 13) est
également proposée. Elle contient des séquences protéiques de Uniprot trouvées dans les
familles HAMAP.

Nous présentons ici un exemple de méthode de construction de familles de gènes ho-
mologues. Le principe utilisé pour les banques HOVERGEN, HOGENOM et la version
de HAMAP proposée au PBIL est le suivant (Perrière et al., 2000) : pour des séquences
protéiques complètes, deux séquences sont incluses dans la même famille si elles sont simi-
laires à 50% ou plus sur au moins 80% de leur longueur. De plus, pour la construction des
familles, les liens transitifs simples sont utilisés (si une séquence A requiert les conditions
pour être dans la même famille qu’une séquence B et qu’une séquence C est placée dans
la même famille que la séquence A, alors les séquences A, B, C sont incluses dans la même
famille). Une fois que toutes les séquences complètes sont traitées et que la classification
en familles est construite, les séquences partielles (i.e. des séquences qui correspondent à
une portion de gène uniquement) peuvent être ajoutées. Une séquence partielle similaire à
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une séquence protéique complète est incluse à la famille correspondante si elle remplit les
conditions requises pour les séquences complètes et si sa longueur est supérieure ou égale
à 100 acides aminés ou à la moitié de la longueur de la séquence protéique complète. Ainsi
une séquence partielle peut être attribuée à plusieurs familles de gènes homologues et ne
peut jamais être l’unique séquence constituant une famille. Toutes les séquences partielles
qui ne sont pas incluses dans des familles sont regroupées. L’information selon laquelle
la séquence n’est pas complète mais partielle est stockée dans la banque comme mot-clé
associé à la séquence.

A partir des annotations des séquences protéiques, le lien vers les séquences nucléo-
tidiques est récupéré. Ces banques sont ainsi constituées d’une part, par les séquences
protéiques au format Uniprot et d’autre part, par les séquences nucléotidiques au format
EMBL. Des liens croisés existent entre ces deux collections.

Dans la version actuelle de ces banques disponibles au PBIL, les alignements et
les arbres phylogénétiques sont calculés et stockés pour les familles de moins de 500
séquences. Pour les autres familles (plus de 500 séquences), les alignements et les arbres
ne sont pas calculés.

Nous avons décidé de travailler avec les banques protéiques car la recherche de simi-
larité à partir de séquences protéiques est plus sensible, plus fine et plus rapide que les
comparaisons faites à partir de séquences nucléotidiques (cf. chapitre 1, page 1 section 3.1,
page 15).

2.2 L’outil d’interrogation

Ces banques utilisent le système de gestion de bases de données ACNUC (Gouy
et al., 1985), développé au Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive. Ce système
permet de structurer les informations d’une banque de données de séquences utilisant les
formats GenBank, EMBL, SWISS-PROT et PIR. Les éléments d’information structurés
sont utilisés comme critères de sélection des données pour l’interrogation des banques de
séquences et donc pour retrouver des séquences. Ces éléments sont : le nom de la séquence,
la longueur en nucléotide, la date d’entrée dans la banque, le numéro d’accession, les
mots-clés, l’espèce de provenance ainsi que tous les niveaux de classification taxonomique
des organismes, les noms d’auteurs, le journal et l’année de publication, les références
bibliographiques et enfin les noms des éléments figurant dans les features (nature de la
molécule séquencée, nature de l’organite, ...).

Le système ACNUC définit des séquences en régions fonctionnelles correspondant
à des sous-séquences ayant une signification biologique particulière (parties codantes,
molécules d’ARNt, d’ARNr et d’autres types d’ARN). Ainsi, il y a d’une part les
séquences-mères qui sont les séquences telles qu’elles figurent dans la banque et les
séquences-filles correspondant aux sous-séquences. Pour une base de données, ACNUC

49



Chapitre 3:L’outil d’identification développé : HoSeqI

définit un ensemble de douze index (ACCESS, AUTHOR, BIBLIO, EXTRACT, KEY-
WORDS, LOCUS, LONGL, SHORTL, SMJYT, SPECIES, SUBSEQ, TEXT) associés
aux fichiers plats qui contiennent les entrées. Ces index sont des fichiers binaires à accès
direct.

Associé au système ACNUC, un langage d’interrogation permet d’accéder aux infor-
mations d’une base de données à travers ses index grâce à des requêtes. Ce langage est
accessible via le programme de commande en ligne Query mais également les interfaces
Query-WIN et WWW-Query (Perrière & Gouy, 1996). Des requêtes complexes utilisant
plusieurs critères de sélection liés par des opérateurs logiques sont possibles. Ce programme
utilise une bibliothèque écrite en langage C ANSI. Les fonctions de cette bibliothèque per-
mettent d’interroger des bases de données ACNUC et sont facilement utilisables dans des
programmes développés par des utilisateurs afin d’effectuer des traitements plus complexes
pour accéder aux données. Il existe également des API ACNUC écrites en Python et en R
(Charif & Lobry, 2006).

3 Le principe et le choix des méthodes à utiliser

Le but de l’application est de permettre la classification d’une nouvelle séquence à l’in-
térieur d’un ensemble de séquences d’une banques de familles de gènes homologues. Cette
identification exige l’enchâınement de différentes tâches et programmes parfois complexes
à manipuler. Trois étapes sont nécessaires pour identifier des séquences dans les banque
de familles (figure 3.1) :

– Rechercher la famille de gènes homologues à laquelle appartient la séquence incon-
nue.

– Aligner la séquence inconnue avec les séquences de la famille trouvée.
– Reconstruire l’arbre phylogénétique de la famille en y incluant la nouvelle séquence.

Fig. 3.1: Les trois étapes nécessaires à l’identification de nouvelles séquences dans les banques de
familles de gènes homologues.
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3.1 La recherche de la famille à laquelle appartient la séquence requête

Les banques avec lesquelles nous travaillons regroupent les séquences en familles de
gènes homologues. Pour classer et identifier une nouvelle séquence à l’intérieur de ces
banques, la première étape consiste à trouver à quelle famille de la banque la séquence
requête appartient. Il s’agit de trouver la famille dont les séquences sont les plus similaires à
la séquence requête. Pour cela, il faut donc commencer par faire une recherche de similarité
et comparer la nouvelle séquence avec les séquences de la banque pour ensuite rechercher
la famille dans laquelle la séquence requête peut être classée.

3.1.1 La recherche de similarité

Plusieurs logiciels permettent de faire des recherches de similarité, et les plus connus
sont BLAST et FASTA (cf. chapitre 1, page 1 section 3.1, page 15). Chacun des deux
logiciels a ses avantages et ses inconvénients. BLAST est plus rapide que FASTA pour
une recherche classique effectuée sur la totalité des banques de données protéiques ou
nucléique. Il favorise la vitesse par rapport à la sensibilité. Pour la recherche sur des
châınes nucléotidiques, FASTA est la référence bien qu’il effectue les recherches en quelques
heures contre deux à trois minutes pour BLAST. Etant donné que nous travaillons avec
des banques protéiques et que nous avons besoin d’une certaine rapidité d’exécution pour
l’application Web, nous avons décidé d’utiliser BLAST (version BLAST2) qui permet une
recherche rapide, faisant apparâıtre les alignements possibles.

BLAST possède en fait cinq programmes distincts de comparaison avec les banques
de données : BLASTN qui permet de comparer une séquence nucléotidique avec les
séquences d’une banque nucléique, BLASTP qui permet de comparer une séquence
protéique avec les séquences d’une banque protéique, BLASTX qui permet de comparer
une séquence nucléotidique en la traduisant dans les six phases avec les séquences d’une
banque protéique, TBLASTN qui permet de comparer une séquence protéique avec les
séquences qu’il traduit dans les six phases d’une banque nucléique et TBLASTX qui
permet de comparer une séquence nucléotidique en la traduisant dans les six phases
avec les séquences qu’il traduit dans les six phases d’une banque nucléique. L’outil que
nous développons doit permettre d’identifier une séquence nucléotidique ou protéique
soumise par un utilisateur par rapport aux séquences d’une banque protéique. Nous
avons choisi d’utiliser BLASTP aussi bien avec les séquences protéiques que les séquences
nucléotidiques. Nous ajoutons pour ces dernières une étape de traduction en utilisant
le logiciel TRANSEQ (package EMBOSS) (Rice et al., 2000). Par défaut, la traduction
se fait dans les phases de lecture mais l’utilisateur peut indiquer la phase qu’il souhaite
utiliser. Nous n’utilisons pas BLASTX car celui-ci traduit automatiquement la séquence
nucléotidique dans les six phases de lecture et ne permet pas à un utilisateur de choisir la
phase de traduction. De plus, les séquences protéiques traduites ne sont pas disponibles
en entier à la fin du traitement de BLASTX.
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L’unité fondamentale de BLAST est le HSP (High-scoring Segment Pair). Il correspond
à une région similaire, la plus longue possible, entre deux séquences ayant un score supérieur
ou égal à un score seuil. Les HSPs sont donc des alignements locaux dont le score dépasse
un score fixé. Le HSP ayant le meilleur score parmi tous les HSPs sur l’ensemble de deux
séquences est appelé MSP (Maximal-scoring Segment Pair). Plusieurs HSPs peuvent être
trouvés sur la même séquence, c’est-à-dire qu’il peut y avoir plusieurs alignements locaux
entre deux séquences avec un score significatif (figure 3.2).

Fig. 3.2: Recherche de similarité entre une nouvelle séquence et les séquences d’une banque avec
BLASTP2. Représentation des paires de séquences alignées localement et de leurs HSPs.
Une paire est constituée de la séquence requête et d’une des séquences de la banque.

En sortie du programme, BLAST fournit un fichier avec les résultats de la compa-
raison effectuée. En début de fichier se trouve un résumé avec le score et la E-value (cf.
chapitre 1, page 1 section 3.1, page 15) globaux obtenus pour la comparaison de chaque
séquence de la banque avec la séquence requête, par ordre décroissant du score global, et
ordre croissant de la E-value globale. Dans le cas où il y a plusieurs HSPs, le score global
correspond au maximum des différents scores calculés et la E-value globale est déterminée
par une méthode de ”somme statistique” (Karlin & Altschul, 1993). Puis chacun des
alignements locaux (HSPs) est présenté sous forme d’alignement par paire avec différentes
informations telles que le score, la E-value, une valeur identities (proportion des paires
de résidus identiques entre deux séquences alignées exprimée en pourcentage), une valeur
positives (proportion des paires de résidus avec des poids positifs entre deux séquences
alignées exprimée en pourcentage) et une valeur Gap (proportion de brèches c’est-à-dire
d’insertions et de délétions entre deux séquences alignées exprimée en pourcentage). Il faut
être prudent sur l’interprétation des résultats obtenus par BLAST. Il faut savoir que la
signification statistique ne reflète pas forcément la signification biologique et inversement.
Plus la E-value est faible, plus le score de l’alignement est significatif. Dans la sortie de
BLAST, les séquences présentées en premier sont donc celles qui sont les plus similaires à
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la séquence requête (plus haut score et plus basse E-value) et qui sont susceptibles d’être
homologues à la séquence requête. Afin de garder un maximum d’informations apportées
par les résultats de BLAST, il a fallu tenir compte de cette possibilité d’avoir plusieurs
HSPs lors de l’implémentation de l’outil d’identification.

Pour toute comparaison de séquences, une matrice de similarité est indispensable au
calcul du score (cf. chapitre 1, page 1 section 3.1.2, page 17). Il n’y a pas de matrice idéale
et le choix de la matrice dépend du type d’analyse à faire. Pour des séquences relativement
similaires et courtes, il est préférable d’utiliser une matrice BLOSUM élevée ou PAM
faible. A l’inverse une matrice BLOSUM faible ou PAM élevée permet de comparer des
séquences plus divergentes et plus longues. Généralement les matrices plutôt basées sur
les comparaisons de séquences (BLOSUM, Gonnet) sont meilleures pour détecter les
alignements locaux et donnent de meilleurs résultats que celles basées principalement sur
le modèle de Dayhoff (PAM). BLAST utilise par défaut la matrice BLOSUM62. Cette
matrice donne les meilleurs résultats pour détecter la majorité des faibles similarités entre
séquences protéiques.

Une recherche de similarité en utilisant BLASTP2 entre la séquence requête et les
séquences des banques de familles de gènes permet donc d’obtenir un ensemble de séquences
proches de la séquence requête, classées par ordre décroissant de similarité avec pour chaque
comparaison le ou les alignements locaux obtenus et les informations associées.

3.1.2 L’identification de la famille

Une fois que la recherche de similarité est effectuée, il est nécessaire d’analyser les
résultats obtenus afin d’identifier les séquences les plus proches de celle soumise. Pour
cela, nous considérons chaque paire de séquences composée de la séquence requête et d’une
séquence sujet, i.e. une séquence de la banque alignée localement avec celle analysée.
Chaque comparaison de paires est étudiée afin de déterminer si pour une même paire il
existe plusieurs alignements locaux (HSPs). Dans le cas où plusieurs HSPs sont détectés
entre deux séquences, il faut évaluer s’ils doivent être tous pris en compte ou pas. Dans
le cas où il existe un chevauchement significatif (plus de quelques acides aminés) entre
des HSPs, le HSP ayant le plus haut score (le MSP) est retenu uniquement. Par contre,
lorsque les HSPs ne se chevauchent pas, ils doivent être tous pris en compte (figure 3.3).

Les HSPs retenus sont regroupés selon la séquence de la banque à laquelle ils
correspondent. Un score cumulé et une E-value globale sont calculés. On ne retient que
les séquences sujets pour lesquelles la E-value globale obtenue est inférieure à un seuil.
Ce seuil a été fixé à la valeur suivante : il s’agit de la E-value du meilleur alignement
obtenu par BLAST x 105. Ce seuil permet de ne pas prendre en compte uniquement la
meilleure séquence sujet (i.e. celle pour laquelle le score cumulé et la E-value globale sont
les meilleurs), mais un ensemble suffisamment conséquent pour permettre de déterminer
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la famille à laquelle appartient la séquence requête.

Fig. 3.3: Sélection des HSPs pour extraire les séquences nous permettant de déterminer la famille
de gènes homologues à laquelle appartient la nouvelle séquence. Ici le HSP1 et le HSP3
se chevauchent. Un seul de ces deux HSPs est retenu. Le HSP sélectionné est celui de
plus haut score, c’est-à-dire le HSP3 qui a un score de 135 (contre un score de 90 pour
le HSP1). Le HSP2 est également sélectionné car il ne chevauche aucun autre HSP.

Les séquences partielles ne sont pas prises en compte pour la détermination de la
famille. En effet, ces séquences peuvent être attribuées à aucune, une ou plusieurs familles.
Une courte séquence partielle peut présenter une forte similarité avec la séquence requête
alors que les séquences complètes de la famille correspondante obtiendraient un taux
de similarité moins fort. Tout cela peut engendrer des problèmes lors de l’identification
de la famille de la séquence requête. De plus lorsqu’une séquence partielle appartient à
une famille, il existe forcément une séquence protéique complète dans la même famille.
Nous n’avons donc pas considéré les séquences partielles dans notre analyse puisque
les séquences complètes suffisent pour identifier correctement la famille de la nouvelle
séquence.

La famille de la banque à laquelle appartient chacune des séquences sélectionnées
précédemment est déterminée grâce à l’utilisation de fonctions de la bibliothèque ACNUC.
Par une méthode que nous développerons plus tard (section 4.3.1, page 65), il est alors
possible de déterminer la famille dont les séquences sont les plus similaires à la nouvelle
séquence. Celle-ci peut ainsi être attribuée à la famille de gènes homologues trouvée afin
de permettre son identification. Dans certains cas (expliqués à la section 4.3.1, page 65)
plusieurs familles peuvent être proposées.

3.2 L’alignement de la séquence requête avec les séquences de la famille

Lorsque la famille de gènes homologues de la séquence requête a été identifiée, il
faut classer cette séquence par rapport aux autres séquences de la famille. Pour cela la
nouvelle séquence doit être alignée avec les séquences de la famille.

Une première étape est celle de l’extraction des données. Cela consiste à récupérer les
séquences de la famille et à les convertir au bon format afin de pouvoir ensuite utiliser un
programme pour les aligner avec la nouvelle séquence. Il existe deux cas :
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– soit la famille de gènes homologues est constituée de moins de 500 séquences et
l’alignement est pré-calculé et stocké dans la banque,

– soit la famille de gènes homologues regroupe plus de 500 séquences et l’alignement
n’est pas pré-calculé.

Pour les familles de moins de 500 séquences, il suffit de récupérer le fichier de l’aligne-
ment des séquences de la famille dans la banque et de le convertir au format FASTA.

Lorsque l’alignement n’existe pas, toutes les séquences de la famille sont extraites
directement à partir de la banque et stockées dans un fichier au format FASTA en utilisant
des fonctions et un programme de conversion de la bibliothèque ACNUC.

Dés lors que les séquences ou l’alignement de la famille sont obtenus, la séquence re-
quête peut être alignée avec les séquences de la famille. Pour cela différents programmes
d’alignements multiples sont disponibles (cf. chapitre 1, page 1 section 3.2.1, page 22).
Ils doivent permettre d’aligner un grand nombre de séquences rapidement et d’ajouter
une séquence à un alignement pré-existant. Parmi les programmes présentés au premier
chapitre, notre choix s’est porté sur les programmes ayant une approche basée sur l’aligne-
ment progressif car ils offrent une rapidité de traitement et les alignements obtenus sont
de bonne qualité lorsque les séquences sont similaires. Ainsi nous avons choisi de proposer
l’ensemble des programmes suivant : CLUSTAL W, MULTALIN, MUSCLE (MUSCLE-
prog, MUSCLE-fast) et MENTALIGN. Même si ces programmes sont basés sur la même
approche, ils n’offrent pas tout à fait les mêmes possibilités et ne sont pas performants
de la même manière en fonction du nombre de séquences traitées. Nous avons ajouté à
cette liste de programmes le logiciel MABIOS qui utilise une approche d’alignement par
bloc particulièrement efficace lorsque les séquences ne sont pas globalement similaires mais
qu’elles partagent des ressemblances locales.

Chacun des programmes fonctionne avec des paramètres différents : format du fichier
en entrée, présence ou non de la séquence à ajouter dans ce fichier, utilisation d’un
fichier d’arbre phylogénétique de la famille, format du fichier de sortie, etc. A partir des
fichiers au format FASTA obtenus après la phase d’extraction des données, il est donc
nécessaire de faire des pré- ou post-traitement spécifiques à chaque programme tels que
des conversions afin d’avoir les bons formats de données.

Le but de l’outil développé étant de permettre à un utilisateur d’identifier une séquence
rapidement dans les banques de familles de gènes via une interface Web, nous avons évalué
les performances en termes de temps d’exécution de ces différents programmes en utili-
sant des données provenant de banques de familles homologues. Ainsi nous avons réalisé
des tests permettant de connâıtre la rapidité d’exécution des programmes en fonction du
nombre de séquences traitées. Ces tests ont été réalisés avec un ordinateur MACINTOSH
(Power Mac G5, processeur PowerPC 970 1.6 GHz, 768 Mo de RAM, Mac OS X). Nous
avons utilisé les familles de séquences de l’ancienne banque HOBACGEN (Homologous
Bacterial Genes Database, Perrière et al., 2000) développée au PBIL et de HOVERGEN.
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Nous avons choisi d’utiliser HOBACGEN afin d’avoir un banc d’essai stable pour réaliser
les tests. Cette banque regroupe en familles homologues toutes les séquences de bactéries
(bactéries et archées) et de levures disponibles dans SWISS-PROT et TrEMBL. Le jeu de
données utilisé contient des familles de gènes homologues ayant un nombre de séquences
allant de 50 à 18000. Tous les programmes ont été testés avec chacune des familles afin
d’évaluer leur temps d’exécution. Le temps d’ajout d’une séquence à l’alignement obtenu
pour chaque famille a également été évalué pour tous les programmes. Les résultats sont
résumés dans le tableau suivant (figure 3.4).

Fig. 3.4: Tableau de tests de performance des programmes d’alignements multiples CLUSTAL W,
MABIOS, MULTALIN, MUSCLE, MUSCLE-prog, MUSCLE-fast et MENTALIGN. Ces
programmes sont présentés en colonnes et les familles testées sont présentées en lignes.
Pour chaque famille et chaque logiciel est indiqué le temps global de calcul de l’alignement
et de l’ajout d’une séquence. Lorsque la case est barrée, cela signifie que le programme n’a
pas pu calculer l’alignement (la procédure ne s’est pas terminée normalement). Lorsque
la case est vide ou grisée, cela signifie que le test ne s’est pas fait parce que l’information
obtenue n’était pas utile : soit le programme aurait donné un temps d’exécution trop long
pour une utilisation sur Internet (case vide), soit les autres résultats nous suffisaient
(case grisée).

Les résultats des tests présentés dans le tableau de la figure 3.4 nous permettent de
comparer les différents programmes d’alignements au niveau du temps de traitement en
fonction du nombre de séquences à aligner. Il apparâıt que MUSCLE-prog et MUSCLE-fast
sont les plus rapides et permettent d’aligner de grands jeux de données en peu de temps.
En outre, CLUSTAL W et MABIOS sont les plus lents et ne peuvent pas traiter de grands
ensembles de séquences. Par ailleurs, MUSCLE-fast permet d’aligner un très grand nombre
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de séquences (plus de 18000 séquences). Enfin, MENTALIGN et MULTALIN permettent
d’aligner de grands jeux de données mais ils sont relativement longs. Par contre, ils sont
très rapides pour ajouter une séquence à un alignement existant. Nous avons également
remarqué que des problèmes surviennent lorsque certains programmes tels que CLUSTAL
W et MABIOS sont utilisés pour calculer un alignement de plus de 500 séquences (exé-
cution trop lente, mémoire insuffisante, . . .). Par exemple, si la famille à traiter contient
plus de 3000 séquences, l’alignement des séquences de la famille et de la séquence requête
doit être recalculé en entier. Pour un tel traitement, le programme MULTALIN n’est
pas proposé car cela prendrait plus de deux heures. Ce qui n’est pas envisageable pour
un service proposé via Internet. Ces divers résultats vont nous permettre, par la suite,
d’établir des filtres pour proposer une liste de programmes appropriés aux données traitées.

D’autres programmes d’alignements multiples ont également été testés avec le même
jeu de données mais n’ont pas encore été intégrés à la première version de l’outil. Il s’agit
de POA, PROBCONS, différentes versions de MAFFT et DIALIGN. Les tests ont pour
l’instant été effectués pour évaluer le temps d’exécution de chacun des programmes pour
aligner les séquences de chacune des familles du jeu de données. Le tableau de la figure 3.5
présente les résultats obtenus.

Fig. 3.5: Tableau de tests de performance des programmes d’alignements multiples POA, PROB-
CONS, différentes versions de MAFFT et DIALIGN. Ces programmes sont présentés en
colonnes et les familles testées sont présentées en lignes. Pour chaque famille et chaque
logiciel est indiqué le temps global de calcul de l’alignement. Lorsque la case est barrée,
cela signifie que le programme n’a pas pu calculer l’alignement (la procédure ne s’est pas
terminée normalement). Lorsque la case est vide, cela signifie que le test ne s’est pas
fait car l’information obtenue n’était pas utile : le programme aurait donné un temps
d’exécution trop long pour une utilisation sur Internet.

De la même manière que pour les programmes intégrés à HoSeqI, le tableau des résul-
tats des tests de la figure 3.5 nous permet de comparer les différents programmes présentés
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précédemment au niveau du temps d’exécution selon le nombre de séquences traitées. Nous
remarquons donc que MAFFT-1 et MAFFT-2 sont les plus rapides et leur temps d’exé-
cution est relativement comparable à celui de MUSCLE-prog. Par ailleurs, PROBCONS
et DIALIGN sont les plus lents, PROBCONS ne permettant pas d’aligner un très grand
nombre de séquences (problème de mémoire à l’exécution pour 667 séquences). Enfin,
MAFFT-i et POA ont des temps de traitements équivalents à MUSCLE. Ces résultats de-
vront être pris en compte lorsque ces programmes d’alignements seront intégrés à HoSeqI.

3.3 La reconstruction phylogénétique

Après avoir calculé l’alignement des séquences de la famille sélectionnée et de la
nouvelle séquence, il faut ensuite reconstruire l’arbre phylogénétique. Ainsi il sera possible
d’analyser la position phylogénétique de la séquence soumise, de l’identifier et d’étudier
son histoire évolutive.

Parmi les différentes méthodes permettant la reconstruction d’arbres phylogénétiques,
nous avons opté pour les méthodes de distances (cf. chapitre 1, page 1 section 3.3.1,
page 26). Elles ont l’avantage d’être beaucoup plus rapides que les autres méthodes même si
la qualité des arbres obtenus n’est pas optimale. Ainsi nous avons choisi la liste suivante des
programmes implémentant une méthode de distance : BIONJ, FASTME et QUICKTREE.
Nous avons ajouté à cette liste le programme PHYML, basé sur une méthode de maximum
de vraisemblance, cependant cette méthode est beaucoup plus lente. Une stratégie possible
est de construire un arbre phylogénétique rapidement avec les méthodes de distance, puis
PHYML peut être utilisé afin d’obtenir un arbre de meilleure qualité.

Afin de pouvoir évaluer la qualité de l’arbre obtenu, une procédure de bootstrap (cf.
chapitre 1, page 1 section 1.14, page 29) a été implémentée.

Enfin, l’arbre obtenu par ces différentes méthodes n’est pas raciné (cf. chapitre 1,
page 1 section 3.3.2, page 28). Nous avons choisi de le raciner ”en son centre” par la
méthode du midpoint. En effet, la méthode de l’outgroup n’est pas forcément adaptée
au développement d’outils automatiques car il faut trouver un groupe externe qui
pourrait être utilisé pour n’importe quelle famille de n’importe quelle banque proposée.
Il existe une méthode de racinement automatique qui se base sur des arbres de référence
(Dufayard et al., 2005) pour trouver l’outgroup. Le principe est d’utiliser un algorithme
de réconciliation qui compare l’arbre des gènes avec l’arbre de référence des espèces
afin d’obtenir un arbre présentant les événements de duplication et de spéciation entre
les gènes. Cet algorithme sert à explorer toutes les positions de la racine dans l’arbre
des gènes. La position qui minimise le nombre de duplications géniques est retenue.
Cependant, des arbres de référence ne sont pas toujours disponibles, notamment pour
les procaryotes, il n’y a pas d’arbre consensuel de référence. Ce ne sont donc pas des
méthodes appropriées à notre outil. Le programme permettant de raciner l’arbre est
ADD ROOT, une implémentation de la méthode du midpoint. Cet algorithme a été mis en
oeuvre par Manolo Gouy dans le cadre du développement du logiciel NJplot permettant
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la visualisation d’arbres phylogénétiques (Perrière & Gouy, 1996).

Les programmes de phylogénies fonctionnent avec des paramètres différents : divers
types de fichiers en entrée avec des formats spécifiques, possibilité d’option de bootstrap,
etc. Plusieurs cas sont possibles :

– PHYML se base sur un alignement de séquence pour construire l’arbre et propose
l’option de bootstrap.

– FASTME et BIONJ se basent sur une matrice de distance et n’a pas d’option de
bootstrap.

– QUICKTREE se basent soit sur un alignement, soit sur une matrice de distance et
permet d’utiliser une option de bootstrap.

Dans le cas d’un programme se basant sur un alignement en entrée et proposant
l’option de bootstrap, il suffit juste de convertir, dans le bon format, l’alignement de
séquences grâce aux logiciels de conversion CLUSTAL W ou SREFORMAT (package HM-
MER) (Eddy, 1998) en fonction du format souhaité. Le programme de phylogénies peut
alors reconstruire l’arbre à partir de l’alignement obtenu avec le nombre de réplicats de
bootstrap souhaité.

Dans le cas d’un programme se basant sur une matrice de distance, nous utilisons
le logiciel PROTDIST (package PHYLIP) qui permet de calculer la matrice de distance
à partir de l’alignement des séquences protéiques, converti au bon format. Le modèle
évolutif choisi est celui qui correspond à la distance de Kimura (Kimura, 1983) et qui
permet de calculer la matrice rapidement avec PROTDIST (les autres paramètres choisis
étant ceux proposés par défaut). Si le programme de phylogénie propose une option de
bootstrap ou si aucune procédure de bootstrap n’est souhaitée, il est alors possible de
reconstruire l’arbre phylogénétique à partir de la matrice de distance obtenue avec le
nombre de réplicats souhaité. S’il n’y a pas d’option de bootstrap proposé, le logiciel
SEQBOOT (package PHYLIP) doit être utilisé afin de générer un jeu de données en
fonction du nombre de réplicats (les autres paramètres étant ceux par défaut). Puis
PROTDIST est utilisé pour calculer les matrices correspondantes au jeu de données
généré précédemment (avec les mêmes paramètres que précédemment). Le programme
de phylogénies est ensuite utilisé pour reconstruire les arbres correspondant à toutes les
matrices obtenues. Enfin le logiciel ADDBOOTSTRAP (développé par Manolo Gouy)
permet de calculer les valeurs de bootstrap une fois que tous les arbres sont reconstruits.

Comme nous l’avons vu avec les programmes d’alignements multiples, il est utile de
connâıtre la performance des programmes choisis sur des données identiques à celle utili-
sées par l’outil afin de proposer un ensemble de méthodes les plus appropriées aux don-
nées traitées. Ainsi afin d’évaluer la rapidité d’exécution des différents programmes de
reconstructions plylogénétiques, nous avons testé chacun d’eux. De même que pour les
programmes d’alignements, ces tests ont été réalisés avec un ordinateur MACINTOSH
(Power Mac G5, processeur PowerPC 970 1.6 GHz, 768 Mo de RAM, Mac OS X). Nous
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avons utilisé un jeu de données de familles de gènes homologues provenant d’HOGENOM
et HOBACGEN contenant de 5 à 3000 séquences. Les quatre programmes ont été testés
sur l’ensemble des familles avec ou sans l’option de bootstrap et en prenant un nombre de
réplicats de bootstrap allant de 50 à 2000. Nous avons ainsi pu estimer les performances de
chaque programme en fonction du nombre de séquences à traiter et du nombre de réplicats
de bootstrap demandé. Le temps d’exécution évalué correspond, en fait, au temps néces-
saire pour obtenir un arbre phylogénétique raciné à partir d’un alignement en utilisant les
différents programmes. Dans les tableaux de la figure 3.6 et la figure 3.7 sont présentés les
résultats au niveau temps d’exécution de chacun des programmes.

Fig. 3.6: Tableaux de tests de performance en termes de temps d’exécution du programme de re-
constructions phylogénétiques QUICKTREE. Dans chaque tableau, les familles testées
sont présentées en lignes et les différentes utilisations de l’option de bootstrap en fonc-
tion du nombre de réplicats sont présentées en colonnes. Pour chaque famille et chaque
utilisation du bootstrap, le temps global de reconstruction de l’arbre est indiqué. Lorsque
la case est vide, cela signifie que le test ne s’est pas fait car l’information obtenue n’était
pas utile : le programme aurait donné un temps d’exécution trop long pour une utilisation
sur Internet.

Les résultats des tests présentés dans les tableaux de la figure 3.6 et la figure 3.7 sont
analysés de la même manière que ceux correspondant aux programmes d’alignements. Ici,
ils nous permettent de comparer les programmes de reconstructions phylogénétiques en
termes de temps de traitements, selon le nombre de réplicats de bootstrap et le nombre
de séquences. Ainsi QUICKTREE, FASTME et BIONJ sont relativement équivalents au
niveau du temps d’exécution, même si QUICKTREE parâıt être plus rapide pour traiter
des jeux de données plus importants (par exemple, 2000 séquences). Par ailleurs, avec
l’option de bootstrap, PHYML ne permet pas de reconstruire un arbre phylogénétique en
un temps relativement court, quelque soit le nombre de séquences. De même que pour les
programmes d’alignements, nous allons constituer des filtres à partir de ces résultats afin
de proposer une liste de programmes appropriés aux données traitées.
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Fig. 3.7: Tableaux de tests de performance en termes de temps d’exécution des programmes de
reconstructions phylogénétiques FASTME, BIONJ et PHYML réalisés dans les mêmes
conditions que les tests précédents.
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4 L’implémentation

4.1 L’architecture

HoSeqI est une application Web implémentée sur le serveur PBIL du Pôle Bio-
Informatique Lyonnais. Elle permet l’enchâınement de processus intégrant différents
logiciels de recherche de similarité, d’alignements multiples et de construction d’arbres
phylogénétiques ainsi que des programmes que nous avons développés spécifiquement afin
de permettre l’identification automatique de nouvelles séquences dans les banques de
familles homologues. Pour cela, l’application fait appel à différents modules correspondant
chacun à un exécutable.

Les trois modules principaux correspondent aux trois étapes nécessaires pour identifier
une nouvelle séquence dans les banques de familles de gènes homologues :

– Premier module principal : la détermination de la famille de gènes homologues à
laquelle appartient la séquence requête.

– Deuxième module principal : l’alignement de la nouvelle séquence avec les séquences
de la famille.

– Troisième module principal : la reconstruction de l’arbre phylogénétique associé.

A ces modules principaux sont ajoutés des modules secondaires permettant des traite-
ments intermédiaires. Un module permet de déterminer les listes de programmes d’aligne-
ments et de phylogénies proposées à l’utilisateur et un autre exécute, en une seule étape,
l’alignement et la reconstruction phylogénétique en différé sur le serveur de l’application.

4.2 Les langages utilisés

HoSeqI est accessible par une interface Web réalisée en HTML/PHP et Javascript
afin de répondre à nos besoins. Cette application utilise également des applets Java pour
l’affichage de certains résultats. Enfin les différents modules qu’utilise l’application sont
des programmes implémentés en langage C ANSI.

PHP est un langage de script (interprété) exécuté du côté serveur (comme les scripts
CGI, ASP, ...). La syntaxe du langage est proche de celle du langage C et du Perl. Il a été
créé en 1994 par Rasmus Lerdorf. Depuis, beaucoup d’améliorations ont été apportées et
plusieurs versions de PHP se sont succédées. L’application a été implémentée en utilisant
la dernière version PHP5. Ses avantages sont multiples : il est simple à utiliser, gratuit,
intégré à de nombreux serveurs Web comme Apache, il est possible d’inclure des scripts
PHP directement dans une page HTML et il permet d’avoir un site Web dynamique. Il
donne également la possibilité d’exécuter des programmes directement dans une page
Web et de récupérer les résultats retournés par le programme dans le code PHP. Cette
fonctionnalité nous a particulièrement intéressés puisqu’elle nous permet d’avoir une réelle
indépendance entre les pages Web et les différents modules. En effet, chaque page web ne
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fait qu’exécuter un programme et récupérer les résultats obtenus afin de pouvoir les traiter.

Javascript est un langage de scripts incorporé dans un document HTML mis au point
par Netscape en 1995. Historiquement c’est même le premier langage de script pour le
Web. Il s’agit d’un langage de programmation qui permet d’apporter des améliorations
aux interfaces Web par l’exécution de commandes du côté client. Dans l’application,
nous l’utilisons principalement pour vérifier que les données fournies par l’utilisateur sont
correctes et pour permettre aux différentes pages de l’application d’être dynamiques.

Les applets Java correspondent à des programmes Java préalablement compilés et
incorporés dans des documents HTML afin d’être exécutés via la page Web. Une machine
virtuelle Java permettant d’interpréter le pseudo-code est chargée en mémoire du côté du
client à chaque chargement de la page où est appelée l’applet java, permettant ainsi de
lancer l’application Java. Les applets Java peuvent entrâıner des ralentissements dûs au
lancement de la machine virtuelle coté client. Elles constituent l’une des possibilités qu’il
existe pour visualiser facilement et de façon interactive des alignements et des phylogénies
à l’aide de programmes Java afin de permettre à l’utilisateur d’analyser les résultats de
l’identification obtenus.

Le langage C est utilisé ici pour développer les divers modules d’identification. Il a
été choisi pour sa portabilité, sa rapidité d’exécution mais également par souci de cohé-
rence avec les autres développements du PBIL et notamment le système ACNUC et sa
bibliothèque C. Cela nous a permis d’utiliser le langage d’interrogation de base de données
fourni par ACNUC et d’accéder ainsi facilement aux données des banques.

4.3 L’algorithme d’HoSeqI

Nous avons vu précédemment que l’application était constituée de trois modules prin-
cipaux et de deux modules secondaires. L’algorithme général de l’application correspond
à l’enchâınement des différents modules avec, entre chacun d’eux, des interactions entre
l’utilisateur et l’application ainsi que différents tests. Ces tests sont effectués lorsqu’il
existe plusieurs possibilités dans le procédé d’identification. A la suite de l’exécution du
premier module principal, trois tests sont réalisés. Le premier correspond au cas où plu-
sieurs séquences protéiques obtenues par la traduction dans plusieurs phases de lecture
d’une séquence requête nucléotidique, sont retenues (section 4.3.1). Deux autres tests
sont effectués dans le cas où plusieurs familles sont déterminées pour la séquence requête
(familles dont les séquences ne se recouvrent pas ou familles dont le score global est proche)
(section 4.3.1). Un dernier test a lieu une fois que l’utilisateur a choisi les programmes
d’alignements et de reconstructions phylogénétiques, afin de déterminer si le temps d’exé-
cution (alignement et construction de l’arbre) permet un traitement immédiat des données
(section 4.3.2). L’algorithme général est présenté dans la figure suivante (figure 3.8).
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Fig. 3.8: Algorithme général de l’application HoSeqI. Les modules principaux sont représentés en
rouge, les secondaires sont en jaune, les étapes d’interaction avec l’utilisateur sont en
bleu et les tests sont représentés par des losanges. Tout ce qui n’est pas dans un carré ou
un losange correspond à une entrée ou une sortie pour un traitement.
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4.3.1 Le premier module principal

Le procédé d’identification utilise BLASTP2 avec un seuil de E-value de 104 par
défaut pour comparer la séquence requête aux entrées de la banque de familles de
séquences protéiques choisie par l’utilisateur. Le programme arrête la comparaison de
séquences lorsque la E-value obtenue est supérieure à ce seuil. Dans le cas où l’utilisateur
soumet une séquence nucléotidique, celle-ci est traduite soit dans la ou les phases indiquées
par l’utilisateur, soit dans les six phases. La recherche de similarité est faite pour chacune
des séquences protéiques obtenues.

Les sorties de BLASTP2 sont ensuite analysées afin d’identifier à quelle(s) famille(s)
la ou les séquences protéiques requêtes appartiennent. Pour chaque fichier de sortie, les
HSPs sont sélectionnés et regroupés (section 3.1.2) par séquence. Pour chaque séquence
sont calculés un score cumulé et une E-value globale. Pour obtenir ces valeurs globales,
les scores de similarité de chaque HSP sélectionné sont additionnés et leurs E-values
sont multipliées. Les séquences retenues pour la suite du traitement sont celles ayant
une E-value globale inférieure au seuil que nous avons fixé, i.e. la E-value du meilleur
alignement obtenu entre la séquence requête et les séquences de la banque x 105 (section
3.1.2).

Puis nous déterminons la famille à laquelle chaque séquence sélectionnée appartient,
ce qui permet de regrouper toutes les séquences retenues selon leur famille. Pour chaque
ensemble de séquences, c’est-à-dire pour chaque famille, le score global est calculé à partir
des scores cumulés de chaque séquence composant la famille. Le calcul du score global
correspond à une moyenne des scores cumulés pondérés par les rangs des séquences. Plus
une séquence est similaire à la séquence requête, plus son rang est élevé. Par exemple, s’il
y a dix séquences dans une famille, la séquence la plus similaire à la séquence requête aura
comme rang la valeur 10, et celle qui est le moins similaire aura une valeur de rang de 1.
Nous utilisons cette moyenne pondérée par les rangs de manière à accorder plus de poids
aux séquences sujets qui obtiennent les meilleurs scores d’alignement avec la séquence
requête. En effet, considérons le cas suivant : dans la liste des séquences sujets produisant
un alignement significatif avec la séquence requête du fichier de sortie BLASTP2 il y
a plusieurs séquences appartenant à une famille (famille 1) avec, au milieu de celles-ci,
une séquence isolée appartenant à une autre famille (famille 2) (figure 3.9). Si le score
global de chaque famille est calculé en utilisant une moyenne (non pondérée) des scores
cumulés correspondant à chaque séquence, alors le score global de la famille 1 risque
d’être inférieur à celui de la famille 2. La famille 2 serait donc sélectionnée comme étant
celle à laquelle la séquence requête appartient. Or il est plus probable que la famille de la
séquence requête soit la famille 1. En utilisant une moyenne des scores cumulés pondérés
par les rangs des séquences, nous évitons ces types d’erreurs.
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Fig. 3.9: Exemple d’un cas justifiant l’utilisation d’une moyenne des scores cumulés pondérés par
les rangs des séquences pour calculer le score global d’une famille.

En comparant les scores globaux, il est possible de déterminer les meilleures familles
c’est-à-dire toutes celles de plus haut score ou dont le score est proche du plus haut
score (à 5 bits près). Si la séquence soumise est nucléotidique et qu’elle est traduite
dans différentes phases, plusieurs des séquences protéiques obtenues peuvent obtenir
des résultats significatifs lors de la comparaison avec la banque effectuée en utilisant
BLASTP2. Dans ce cas une sélection se fait également à cette étape : ne sont retenues que
les séquences requêtes dont le score global des meilleures familles identifiées précédemment
est le plus haut ou est proche du plus haut score (à 5 bits près).

De plus, la position initiale minimale et la position finale maximale des aligne-
ments de chaque séquence d’une famille avec la séquence requête sont notées afin
de détecter d’éventuels non-chevauchements entre les familles de plus haut score glo-
bal et les autres familles. Toutes les familles distinctes dont les séquences s’alignent
avec la séquence requête sans chevauchement sont sélectionnées (figure 3.10). Cela
permet de prendre en compte les séquences de familles de gènes homologues distinctes
qui contiennent des régions non-chevauchantes et qui correspondent à des fusions de gènes.

En fin de traitement, on obtiendra donc une liste des meilleures familles (non-
chevauchantes ou de meilleurs scores) pour chaque séquence protéique requête retenue.
Un schéma explicatif de l’algorithme est présenté dans la figure 3.11.
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Fig. 3.10: Exemple de deux familles non-chevauchantes et deux familles chevauchantes.

A la suite de ce module, comme il est montré dans l’algorithme général, s’il y a
plusieurs séquences requêtes sélectionnées, l’utilisateur devra choisir celle qu’il souhaite
utiliser pour l’identification. De la même manière, s’il y a plusieurs familles de score proche
identifiées, l’utilisateur devra choisir celle avec laquelle il souhaite continuer le processus
d’identification. Par contre, toutes les familles non-chevauchantes seront conservées.

4.3.2 Le module secondaire permettant le choix des listes de programmes
d’alignements et de phylogénies

Le module secondaire permettant de déterminer la liste des programmes proposés
est utilisé pour calculer le nombre de séquences des familles identifiées et regarder
si le fichier d’alignement de la famille est stocké dans la banque. Cela nous permet
de savoir si l’alignement des séquences de la famille avec la séquence requête doit
être recalculé en entier ou si l’ajout de la nouvelle séquence requête à l’alignement
pré-existant suffit. De plus, la connaissance du nombre de séquences nous aide à évaluer
le temps d’exécution des programmes d’alignements et de reconstructions phylogénétiques.

En utilisant les tableaux de tests présentés précédemment (section 3.2 et 3.3),
nous avons mis en place des filtres afin de proposer des traitements adaptés aux familles
sélectionnées. Pour les programmes d’alignements, la liste des programmes est modifiée en
fonction du nombre de séquences que la famille traitée contient. Ainsi lorsque les temps de
traitements d’un programme sont inférieurs à cinq minutes (temps d’exécution maximum
considéré comme acceptable pour une application Web), celui-ci est proposé à l’utilisateur.
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Fig. 3.11: Schéma explicatif de l’algorithme du premier module permettant la détermination de la
ou des familles de gènes homologues auxquelles appartient la séquence requête
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Par contre, un programme est enlevé de la liste, s’il ne peut pas gérer le nombre de
séquences de la famille traitée (figure 3.12). Pour les programmes de reconstructions
phylogénétiques, à partir d’un certain seuil du nombre de séquences, en fonction du
programme choisi par l’utilisateur, la construction de l’arbre nécessite un intervalle de
temps que nous estimons trop grand pour pouvoir être réalisée dans l’immédiat par une
application Web (plus de cinq minutes). Tous les traitements (calcul des alignements et
constructions phylogénétiques) se feront alors en différé sur le serveur (figure 3.13). Dans
tous les cas, si le nombre de séquences de la famille dépasse 2500 séquences, les calculs
seront lancés automatiquement en différé car les programmes de reconstructions d’arbres
ne peuvent s’exécuter en moins de cinq minutes au delà de 2500 séquences.

Fig. 3.12: Tableau représentant le nombre de séquences maximum que chacun des programmes
d’alignements peut traiter en un temps d’exécution inférieur à 5 minutes si on ajoute une
séquence à un alignement pré-existant d’une part ou si on recalcule l’alignement complet
d’autre part. Le nombre limite est 2500 car c’est le nombre maximum de séquences que
peut traiter un des programmes de phylogénies en moins de 5 minutes.

Fig. 3.13: Tableau représentant le nombre de séquences maximum que chacun des programmes de
phylogénies peut traiter en un temps d’exécution inférieur à 5 minutes en fonction de
l’option de bootstrap et du nombre de réplicats utilisé.

L’utilisateur peut alors choisir parmi les programmes proposés un programme d’ali-
gnements multiples et un programme de reconstructions phylogénétiques pour chacune des
familles sélectionnées.

4.3.3 Le module secondaire permettant de lancer en différé sur le serveur le
calcul de l’alignement et la reconstruction phylogénétique

Le deuxième module secondaire permet de lancer en différé sur le serveur le calcul
de l’alignement et la reconstruction phylogénétique en utilisant les programmes choisis
par l’utilisateur. Celui-ci sera averti par mail lorsque les calculs seront terminés et qu’il
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pourra accéder aux résultats, c’est-à-dire aux alignements et aux arbres phylogénétiques
incluant la séquence requête et les séquences de chaque famille sélectionnée. Ce module
lance en différé sur le serveur les deux modules principaux de calcul de l’alignement et
de reconstruction plylogénétique. Il est utilisé uniquement dans le cas où le temps de
traitement est trop grand pour une exécution immédiate de l’application Web.

4.3.4 Le deuxième module principal

Le deuxième module principal correspond aux alignements de la nouvelle séquence
avec les séquences de sa ou ses familles de gènes homologues. Si plusieurs familles
non-chevauchantes sont identifiées, l’alignement devra être calculé pour chacune des fa-
milles. Les programmes proposés (CLUSTAL W, MULTALIN, MENTALIGN, MUSCLE,
MUSCLE-prog, MUSCLE-fast et MABIOS) exigent des traitements spécifiques des don-
nées avant de pouvoir calculer l’alignement. Ces traitements sont différents selon les don-
nées extraites, c’est-à-dire si l’alignement des séquences de la famille existe ou si l’on extrait
juste l’ensemble des séquences de la famille non alignées.

4.3.5 Le troisième module principal

Le troisième module principal permet de reconstruire les arbres phylogénétiques conte-
nant la séquence requête et les séquences de la ou des familles sélectionnées. De la même
manière que pour le module précédent, cette reconstruction se fera pour chacune des
familles identifiées. Tous ces calculs doivent être faits aussi rapidement que possible et
doivent pouvoir être réalisés avec un grand nombre de séquences. Pour chaque programme
de reconstructions phylogénétiques proposé (BIONJ, FASTME, QUICKTREE, PHYML),
l’utilisateur peut utiliser l’option de bootstrap et indiquer le nombre de réplicats de boots-
trap qu’il souhaite utiliser. L’arbre est ensuite automatiquement raciné par la méthode du
midpoint.

4.4 L’interface web et la présentation des résultats

L’interface Web de l’application permet d’interagir avec l’utilisateur. Celui-ci est
sollicité à chaque étape du processus d’identification afin de fournir aux différents modules
les données et les paramètres utiles au bon déroulement des traitements. L’interface se
découpe en plusieurs pages correspondant aux différentes étapes de l’algorithme.

Tout d’abord l’utilisateur doit fournir les différentes informations qui vont être utili-
sées pour la première étape de l’identification c’est-à-dire la détermination de la famille à
laquelle appartient la séquence soumise. Cela se fait en utilisant un formulaire (figure 3.14)
dans lequel l’utilisateur doit donner les informations suivantes :

– Le type de la séquence doit être renseigné.
– Si c’est une séquence nucléotidique, il faut indiquer si la phase de traduction est

connue et la choisir si c’est le cas.
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– La séquence requête doit être fournie.
– La banque de séquences protéiques à utiliser pour l’identification est à choisir dans

une liste des banques disponibles sur le serveur.
– Les paramètres du programme BLASTP2 peuvent être modifiés.

Fig. 3.14: Première page de l’application. Il s’agit ici de l’identification de la séquence protéique
de nom Q108U6 LOXAF dans la banque HOVERGEN. Les paramètres par défaut de
BLAST ne sont pas modifiés. Un lien sur une fiche d’explication permet d’obtenir des
informations sur chaque paramètre de BLAST afin d’aider le choix de l’utilisateur.

Les données du formulaire sont vérifiées, notamment au niveau de la syntaxe (la
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séquence requête doit être au format FASTA, etc), puis ces informations sont utilisées
comme paramètres d’entrée du premier module principal permettant la détermination de
la famille de gènes à laquelle appartient la séquence requête.

Par ailleurs, l’utilisateur doit faire différents choix par l’intermédiaire de divers
formulaires lors de la procédure d’identification. Ainsi, un formulaire permet de choisir
entre les différentes séquences candidates dans le cas d’une séquence requête nucléotidique
traduite dans plusieurs phases. Un autre formulaire permet de sélectionner la famille de
gène que l’utilisateur veut utiliser pour l’identification dans le cas où plusieurs familles de
score global proche sont retenues. Enfin il doit choisir les programmes d’alignements ou
de phylogénies que l’application utilise pour l’identifciation. Pour l’aider dans ces choix,
l’interface propose des liens sur les fichiers de sortie de BLASTP2 obtenus et sur les
informations concernant chaque famille proposée (figure 3.15).

Fig. 3.15: Informations concernant la famille de gènes homologues HBG006348 de la banque HO-
VERGEN utilisée pour l’identification.

De plus, pour les programmes d’alignements et de phylogénies, l’interface permet
à l’utilisateur de modifier les valeurs des paramètres utilisés par défaut et d’utiliser, en
particulier pour les programmes de reconstructions d’arbres, une option de bootstrap en
indiquant le nombre de réplicats (figure 3.16). Toutes ces informations sont transmises en
tant que paramètres aux différents modules de traitements. L’utilisateur est également
informé dans le cas où les programmes et les options choisis entrâınent des calculs trop
longs qui seront effectués en différé sur le serveur et, dans ce cas, son adresse mail lui est
demandée.
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Fig. 3.16: Formulaire correspondant à l’étape de choix des programmes d’alignements multiples
et de reconstructions phyligénétiques. Ici, MUSCLE a été choisi comme programme
d’alignements multiples. FASTME est utilisé pour la reconstruction phylogénétique avec
une option de bootstrap et un nombre de réplicats de 1000. Pour chaque programme,
les paramètres par défaut peuvent être modifiés. Des liens sur des fiches d’explications
permettent d’obtenir des informations sur les différents paramètres.

Dans le cas où les traitements sont immédiats, une fois que tous les calculs sont
effectués, les résultats sont présentés à travers une page Web. L’utilisateur a accès aux
fichiers de sortie BLASTP2, aux informations concernant les familles sélectionnées, aux
séquences requêtes, aux alignements multiples et aux arbres phylogénétiques (figure 3.17).
Tous ces fichiers peuvent être téléchargés. De plus, les alignements et les arbres phy-
logénétiques obtenus peuvent être visualisés à l’aide de deux applets Java : Jalview
(http ://www2.ebi.ac.uk/ michele/jalview/) (figure 3.18) et ATV (Zmasek & Eddy, 2001)
(figure 3.19).

Il est ainsi possible d’étudier l’emplacement de la nouvelle séquence dans l’arbre
phylogénétique de la ou des familles afin de l’identifier. L’applet Java ATV permet
d’obtenir des informations sur toutes les séquences de l’arbre. En sélectionnant une
séquence, on accède aux annotations de celle-ci dans la banque utilisée.

Lorsque les calculs sont exécutés en différé sur le serveur, l’utilisateur reçoit un mail
avec des liens sur les différents résultats conservés sur le serveur pendant un mois. Ces liens
lui permettent soit de télécharger les fichiers, soit de visualiser les résultats directement,
notamment avec les applets Java pour les alignements et les arbres phylogénétiques.
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Fig. 3.17: Page Web présentant les résultats de l’identification à l’utilisateur. La séquence requête
et le fichier de sortie BLAST peuvent être visualisés ou téléchargés. Les informations
sur la famille de gènes homologues HBG006348 sélectionnée sont disponibles également.
Enfin, l’alignement et l’arbre phylogénétique peuvent être visualisés ou téléchargés.

Fig. 3.18: Visualisation de l’alignement de la séquence requête avec les séquences de la famille
sélectionnée en utilisant l’applet Java Jalview. La séquence requête Q108U6 LOXAF
identifiée est la première de l’alignement.
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Fig. 3.19: Visualisation de l’arbre phylogénétique de la famille incluant la séquence requête en
utilisant l’applet Java ATV. La séquence requête Q108U6 LOXAF correspond à celle
dont la feuille de l’arbre est rouge. Les valeurs de bootstrap sont également visibles sur
les noeuds de l’arbre.

5 Conclusions

HoSeqI permet d’automatiser le procédé d’identification sur des grandes
banques de familles de gènes homologues et, ce faisant, rend possible l’analyse
phylogénétique des séquences soumises. L’application propose une interface Web
(http://pbil.univ-lyon1.fr/software/HoSeqI/) facile à utiliser qui permet à un
utilisateur d’identifier une séquence requête, c’est-à-dire de trouver la famille de la
banque à laquelle elle appartient, puis, de visualiser l’alignement et l’arbre phylogénétique
obtenus. Le principe d’identification est basé sur l’approche phylogénétique et permet à
l’utilisateur de localiser la séquence dans l’arbre de la famille de gènes afin d’étudier son
origine évolutive.

Dans un premier temps, l’application a été implémentée en local avec la banque
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HOBACGEN. Nous avons testé l’application avec des séquences déjà présentes dans les
banques de données afin de vérifier la cohérence de l’identification. La famille identifiée
pouvait être facilement vérifiée et les séquences ajoutées devaient être placées à côté d’elles
mêmes dans l’arbre phylogénétique reconstruit. Ces tests nous ont permis d’apporter
diverses modifications afin d’améliorer l’algorithme de détermination de la ou des familles
de gènes homologues sélectionnées et d’obtenir 100% de bons résultats avant d’installer
l’application sur le serveur. Nous avons également testé la version d’HoSeqI installée
sur le serveur PBIL en utilisant des séquences du clade Elephantidae provenant de
la banque généraliste UNIPROT et non présentes dans les banques HOVERGEN et
HOGENOM. En utilisant les informations des différentes annotations des séquences
fournies par UNIPROT, nous avons pu vérifier les résultats obtenus et valider la qualité
des identifications. Ainsi nous avons obtenu 95% des nouvelles séquences classées dans les
bonnes familles et 5% de séquences pour lesquelles étaient proposées plusieurs familles
pour l’identification. Les incertitudes d’identification peuvent être dues à la longueur de
la séquence à traiter. S’il s’agit d’une séquence partielle, celle-ci pourra plus facilement
s’aligner correctement avec un grand nombre de séquences, et donc plusieurs familles
pourront être sélectionnées. D’autres incertitudes peuvent être dues au fait que certaines
familles sont constituées de séquences proches entrâınant la sélection de toutes ces familles
lors de la détermination de celle de la nouvelle séquence.

Pour l’évaluation du temps de traitement, il faut considérer le temps d’exécution des
différents modules de l’algorithme puisque, entre chacun d’eux, l’utilisateur peut être sol-
licité. Au niveau du temps d’exécution de la première étape de l’identification (le premier
module), c’est-à-dire la détermination de la ou des familles auxquelles appartient la sé-
quence soumise, le temps de traitement varie en moyenne entre une dizaine de secondes et
1 minute en fonction du volume de la banque utilisée et de la charge de travail du serveur.
Cet intervalle de temps correspond en majeure partie au temps d’exécution du programme
BLAST. Pour le calcul de l’alignement et la reconstruction phylogénétique, nous avons vu
précédemment que le temps d’exécution dépendait du programme utilisé et du nombre
de séquences traitées (section 3.2 et 3.3). Un temps global d’exécution a été évalué en
utilisant les programmes d’alignements multiples MUSCLE-prog ou MUSCLE-fast et le
programme de phylogénies QUICKTREE. Nous avons ainsi obtenu un temps de calcul de
30s pour une séquence requête attribuée à une famille de 143 séquences avec MUSCLE-
prog et de 2 minutes et 30 secondes pour une famille de 1132 séquences avec MUSCLE-fast.
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Chapitre 4

Deux utilisations et applications

des méthodes développées dans

HoSeqI

Les méthodes développées pour l’application Web HoSeqI nous ont permis de réaliser
deux autres applications basées sur l’identification automatique de séquences. Nous avons
développé une application pour l’ajout de séquences de génomes aux banques de familles
de gènes homologues afin de permettre l’étude de l’évolution de ces génomes. Nous avons
également travaillé sur le développement d’un outil de détection automatique de séquences
chimères d’ARNr 16S et d’identification des séquences non-chimères.

1 L’ajout des séquences de génomes aux banques de familles

de gènes homologues

Nous avons utilisé les différents développements de l’application Web HoSeqI décrite
précédemment pour créer une autre application permettant une identification rapide de
plusieurs milliers de séquences. Pour cela, nous avons modifié la version Web d’HoSeqI
et créé un logiciel. Il est ainsi possible de donner à ce programme un fichier contenant n

séquences et d’identifier automatiquement ces n séquences. Nous avons utilisé cette appli-
cation pour ajouter les séquences de nouveaux génomes aux grandes banques de familles de
gènes homologues développées au PBIL et permettre différentes études phylogénétiques.
Le prototypage de cette fonctionnalité et l’analyse des résultats obtenus ont été réalisés
dans le cadre d’une collaboration avec Philippe Normand (Laboratoire d’Ecologie Micro-
bienne des Sols - UMR CNRS 5557 - Lyon1), Vincent Daubin et Simon Penel. Nous avons
ainsi contribué à l’ajout des séquences protéiques de deux génomes de bactéries du genre
Frankia à une version de la banque HOGENOM contenant déjà un génome de Frankia.
Le but était d’étudier l’évolution des génomes de ces bactéries et notamment de pouvoir
détecter d’éventuels transferts horizontaux de gènes.

77



Chapitre 4:Deux utilisations et applications des méthodes développées dans HoSeqI

1.1 Les bactéries du genre Frankia

Les bactéries du genre Frankia appartiennent à la classe des Actinobactéries (fi-
gure 4.1). Ces bactéries ont un génome de grande taille avec un pourcentage élevé en bases
G et C (haut G+C%). On retrouve parmi les Actinobactéries notamment Mycobacterium
(agents de la tuberculose et de la lèpre) et Streptomyces (bactéries du sol, à l’origine de
nombreux antibiotiques). Douze groupes génomiques qui ont rang d’espèces sont décrites
à ce jour chez Frankia.

Fig. 4.1: Arbre phylogénétique du vivant basé sur (Brown et al., 2001). Le genre Frankia est pré-
senté en rouge dans l’arbre.

Ces bactéries fixent l’azote, ceci en symbiose avec un large spectre de plantes
dicotylédones, appelées actinorhiziennes (figure 4.2). Ces plantes, avec leurs bactéries
symbiotiques, sont collectivement responsables d’environ 15% des entrées d’azote fixé
biologiquement sur Terre. Lors de cette interaction, des nodules se forment au niveau
des racines de la plante hôte (figure 4.2). A l’intérieur de ces nodules, la bactérie va
pouvoir se multiplier sans compétition et transformer l’azote atmosphérique en ammoniac
directement assimilable par la plante. Cette association présente un intérêt écologique
majeur notamment dans le cadre de la reforestation de sols pauvres et dégradés ou de
la prévention de la désertification de sols soumis à une sévère érosion. Par ailleurs, de
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Fig. 4.2: La photo de gauche est une section longitudinale d’un nodule ramifié de racine d’aulne.
(photo P. Normand). La photo de droite représente une culture de Frankia alni présentant
des hyphes (filaments) ramifiées et septées (pourvues de cloisons transversales nommées
septum) et des diazovésicules, cellules spécialisées dans la fixation de l’azote (photo Y.
Hammad).

nombreuses plantes actinorhiziennes sont utilisées par l’industrie pharmaceutique en
raison d’une très grande production de molécules phénoliques possédant diverses activi-
tés : antimicrobiennes, antioxydantes, antivirales, anti-inflammatoires, antispasmodiques,
antitumorales, etc.

L’équipe de Philipe Normand cherche à comprendre les bases physiologiques de cette
symbiose en analysant les modifications qui se produisent au cours de la mise en place
de celle-ci. Sur cette bactérie, pour laquelle aucun outil de transformation génétique
n’est disponible, la connaissance des gènes impliqués dans la symbiose passe par l’étude
du génome. Par des études de biodiversité et de phylogénie, aussi bien au niveau du
partenaire bactérien que de la plante hôte, il est possible de chercher à comprendre
comment s’est faite l’évolution de la symbiose.

Trois souches de Frankia étaient disponibles en 2006 : HFPCcI3 (CcI3), EAN1pec
(EAN) et ACN14a (ACN). Les deux premières on été séquencées au DOE Joint Genome
Institute en collaboration avec D. Benson (Université du Connecticut) et L. Tisa (Uni-
versité de New Hampshire). La troisième souche (ACN) a été séquencée au Génoscope en
collaboration avec P. Normand. Les génomes de ces souches sont circulaires et leur taille
varie entre 5,38 millions de paires de bases (Mb) pour CcI3, 7,50 Mb pour ACN et 9,08
Mb pour EAN.

1.2 La détection de transferts horizontaux chez les bactéries

Un transfert horizontal de gène correspond à un échange de matériel génétique entre
des organismes non forcément apparentés. C’est à partir de 1950, lorsque des résistances
multiples à des antibiotiques ont été découvertes, que l’importance de ces transferts sur
l’évolution des bactéries a commencé à être comprise (Davies, 1996). En effet, la rapidité
avec laquelle certaines bactéries développaient une résistance au même spectre d’antibio-
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tiques indiquait que ces caractéristiques étaient transférées entre les taxons plutôt que
générées dans chaque lignée (Ochman et al., 2000).

L’arrivée massive de données de séquences a rapidement montré que ces événements
étaient trop nombreux pour être négligés. En 1991, Médigue et al. (Medigue et al., 1991)
font la première analyse mettant en évidence le caractère massif des transferts. Ils ont
montré qu’il existait une déviation significative du modèle général de l’usage du code pour
certains gènes montrant une relation claire avec des gènes de bactériophages et de flagelles.
Il a donc été proposé que ces gènes avaient été acquis par transferts à partir de différentes
sources. Hilario et Gogarten (Hilario & Gogarten, 1993) ont également signalé l’importance
des transferts en observant qu’il était parfois impossible de construire des phylogénies
congruentes à partir de différents jeux de gènes orthologues. En outre, Lawrence et Ochman
(Lawrence & Ochman, 1998) ont estimé à 18% l’impact global des transferts horizontaux
de gènes sur l’évolution du génome d’Escherichia coli, lui permettant ainsi d’acquérir des
propriétés pour explorer d’autres niches écologiques, inaccessibles autrement.

Puis, le séquençage de multiples génomes bactériens a permis de réaliser des analyses
de génomique comparative. Elles ont révélé qu’il pouvait y avoir de grandes différences
dans les répertoires géniques des bactéries, même entre celles qui sont proches évolu-
tivement. Ainsi l’évolution des génomes ne peut pas être uniquement expliquée par la
transmission verticale des gènes (échange de matériel génétique entre des organismes
appartenant à la même espèce). De plus, toutes les catégories de gènes sont susceptibles
d’être transférées. Cependant il existe des différences au niveau de la fréquence de
transmission en fonction des gènes (Jain et al., 1999), certains sont plus transférés que
d’autres, comme les classes de gènes non candidats aux analyses phylogénétiques (i.e.
des gènes n’ayant pas assez d’homologues pour pouvoir être utilisés afin d’effectuer des
analyses phylogénétiques) (Daubin et al., 2003) et selon les groupes d’organismes les
transferts ne sont pas les mêmes (Ochman et al., 2000).

Il existe différentes méthodes pour identifier les gènes acquis par transfert horizontal :
des approches paramétriques (utilisant des indices tels que l’usage du code, le contenu en
GC, l’usage des mots, etc), des méthodes basées sur les similarités BLAST, l’utilisation de
profils phylogénétiques et des approches basées sur les arbres phylogénétiques. Toutes ces
méthodes reposent sur le fait que les séquences acquises ont des caractéristiques particu-
lières qui les différencient des autres séquences du génome hôte.

L’analyse de la topologie des arbres phylogénétiques est l’un des plus fiables moyens
pour identifier des événements de transferts horizontaux (figure 4.3). Si, par exemple, dans
un arbre une séquence bactérienne est groupée avec ses homologues archées plutôt qu’avec
les autres bactéries, on peut en déduire que cette séquence a probablement été transférée
horizontalement chez cette bactérie à partir d’une espèce d’archée.

La topologie d’un arbre est un bon indicateur de l’histoire évolutive uniquement si elle
est soutenue statistiquement par des analyses de bootstrap par exemple. Cette topologie
peut être comparée à celle d’un arbre de référence afin de repérer des positions anormales
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A B D E

Phylogénie des espèces

α A α B α D α E

Phylogénie du gène α≠

α

Fig. 4.3: Impact d’un transfert horizontal sur une phylogénie. Si une copie du gène α a été trans-
férée de l’espèce D vers l’espèce B, alors la phylogénie reconstruite à partir des séquences
de ce gène sera différente de la phylogénie des espèces. Extrait de (Calteau, 2005).

de gènes par rapport à celles de leur espèce. Cependant l’arbre du vivant est loin d’être
résolu puisque les relations entre certains phyla, particulièrement chez les procaryotes, ne
sont pas établies avec certitude. La topologie de l’arbre de référence peut donc influer sur
la détection des événements de transferts.

1.3 Une application basée sur les modules de l’application Web HoSeqI

pour l’ajout de séquences de Frankia à HOGENOM

Nous avons développé une application afin de permettre l’ajout des séquences pro-
téiques de génomes de Frankia de la souche CcI3 (4557 séquences) et de la souche EAN
(7976 séquences) à une version locale de la banque HOGENOM, construite à partir de
la version 2 (octobre 2004) de celle-ci. Cette banque contient les séquences de 182 autres
génomes complets dont des génomes d’eucaryotes, d’archées et de bactéries et particuliè-
rement 13 génomes d’Actinobactéries incluant les genres Mycobacterium, Corynebaterium,
Spreptomyces, Tropheryma et Bifidobacterium. La version locale d’HOGENOM que nous
utilisons correspond à la banque HOGENOM à laquelle ont été ajoutées les séquences du
génome de la souche ACN (Frankia alni). Le but de l’outil développé est de permettre
l’ajout de séquences de génomes à une banque de familles de gènes homologues. Pour
ajouter ces séquences à une banque telle qu’HOGENOM, il faut les identifier et les classer
dans la banque. Ce programme utilise donc les modules développés pour l’application Web
HoSeqI afin de permettre l’identification d’un ensemble de n séquences dans une banque
de familles de gènes.

1.3.1 Le principe

Le principe est tout d’abord de déterminer la famille de la banque à laquelle chacune
des séquences de Frankia appartient, puis de calculer pour chaque famille les alignements
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multiples en ajoutant les nouvelles séquences et enfin de reconstruire les arbres phylogéné-
tiques correspondants (figure 4.4). C’est à partir de ces arbres qu’une étude des éventuels
transferts horizontaux pourra s’effectuer.

Fig. 4.4: Schéma du principe de l’ajout de séquences de génomes de Frankia à une version locale
d’HOGENOM.

1.3.2 L’algorithme

L’algorithme du programme correspond à l’enchâınement de certains modules
d’HoSeqI ainsi que des traitements intermédiaires spécifiques à cette application. Etant
donné que ce programme ne doit pas intérargir avec l’utilisateur (puisque les séquences
sont toutes identifiées automatiquement les unes à la suite des autres) il n’y a pas de
choix de programmes possible et de choix de familles dans le cas où plusieurs familles
sont sélectionnées pour une même séquence. Ainsi nous avons défini à l’avance ces choix.
Nous avons décidé d’utiliser comme programme d’alignement MUSCLE (MUSCLE-prog
ou MUSCLE-fast en fonction du nombre de séquences, avec les paramètres par défaut)
et QUICKTREE (paramètres par défaut) pour la reconstruction phylogénétique afin de
favoriser la rapidité d’obtention des résultats. De plus, si plusieurs familles sont sélection-
nées pour une même séquence (score global proche ou égal ou familles chevauchantes),
cette séquence sera alors non traitée et son nom sera inscrit dans un fichier afin de
constituer un historique (un fichier de log pour les familles de score global proche ou
égal et un autre pour les familles non-chevauchantes). La version d’HOGENOM utilisée
contenait déjà un génome de Frankia alni, ce qui facilite l’identification des familles car
les séquences à ajouter sont fortement similaires aux séquences du génome déjà présentes
dans la banque. Ainsi le cas de plusieurs familles déterminées pour une séquence ne doit
pas être fréquent. De plus, un fichier de log est également créé pour les séquences dont
le résultat du BLAST est nul, i.e. il n’y a aucune séquence suffisamment similaire à la
séquence de Frankia traitée dans la banque. Pour la même raison que dans le cas de
plusieurs familles déterminées, on s’attend à ce que cela soit très peu fréquent. Enfin
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un dernier fichier de log est utilisé pour les séquences pour lesquelles le programme ne
s’est pas exécuté correctement (mémoire insuffisante, un des logiciels tels que BLAST, un
programme d’alignement ou de phylogénie ne se termine pas correctement, etc) .

Pour chaque séquence de Frankia à ajouter, le module de détermination de la famille
de gènes est utilisé pour rechercher celle à laquelle appartient la séquence (avec, pour
BLASTP, l’utilisation des paramètres par défaut). Puis, on regroupe par famille, dans
un même fichier, les séquences de Frankia. Pour chaque ensemble de séquences, on utilise
alors le module de choix des programmes proposés. Si le nombre de séquences de la banque
constituant la famille est supérieur à 5000, alors le programme d’alignement choisi sera
MUSCLE-fast, sinon ce sera MUSCLE-prog. Le module d’alignement multiple permet
ensuite de re-calculer l’alignement entier de la famille en incluant les séquences de Frankia.
Enfin, le module de reconstruction phylogénétique est utilisé pour construire les arbres
phylogénétiques à partir des alignements obtenus précédemment. Après le traitement, on
obtient donc les alignements des familles de la banque contenant au moins une séquence
de Frankia ainsi que les arbres phylogénétiques correspondant et les différents fichiers de
log. Un schéma de l’algorithme est présenté dans la figure 4.5.

1.4 Les traitements des résultats

Le programme décrit précédemment nous a permis d’ajouter, à la version d’HOGE-
NOM utilisée, les séquences de la souche CcI3 et de la souche EAN du genre Frankia. Ces
traitements ont été effectués en une à deux semaines. Sur les 12533 séquences traitées, 2450
(19,5%) séquences n’ont pas été identifiées. Pour la majorité de celles-ci (1821/12533 sé-
quences ou 14,5%), nous n’avons pas obtenu de résultat lors de la recherche de similarité,
i.e. il n’y avait pas de séquence similaire à ces séquences dans la banque. Elles corres-
pondent à des séquences orphelines que l’on trouve fréquemment et qui ne ressemblent à
aucune autre séquence. Enfin, plusieurs familles de score global proche ou égal ont été sélec-
tionnées pour 600 séquences (4,8%) et des familles non-chevauchantes ont été déterminées
pour 28 séquences (0,2%).

Un peu plus de 10000 séquences de Frankia ont donc été identifiées et les alignements
et arbres phylogénétiques de 4435 familles contenant au moins une séquence de Frankia
ont été reconstruits. Afin de mettre en évidence d’éventuels transferts horizontaux de
gènes, les arbres phylogénétiques ont été analysés.

Dans un premier temps, il a été nécessaire de construire un arbre de réconciliation.
Pour cela, il faut comparer chaque arbre des gènes résultant avec un arbre des espèces
considéré comme référence afin d’obtenir un arbre de réconciliation présentant les
événements de spéciation et de duplication entre les gènes (figure 4.6). L’algorithme RAP
(Réconciliateur d’Arbres Phylogénétiques) développé par Dufayard et al. (Dufayard et al.,
2005) a été utilisé pour construire les arbres réconciliés de chaque arbre phylogénétique.
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Fig. 4.5: Schéma de l’algortithme du programme d’ajout de séquences de génomes de Frankia à
une version locale d’HOGENOM.
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Fig. 4.6: Réconciliation d’arbre entre un arbre des gènes G et un arbre des espèces S montrant les
différentes topologies. Le résultat est l’arbre réconcilié R. R est une variation de S, dans
lequel des noeuds de duplication suivis de pertes ont été insérés dans le but d’expliquer
l’incongruence avec G.

Une fois que les arbres réconciliés ont été construits, en utilisant un éditeur graphique
implémenté dans l’interface FamFetch (Perrière et al., 2000), il a été possible de faire une
recherche de motifs d’arbre sur l’ensemble des familles de la banque. Un motif d’arbre
correspond à une structure d’arbre particulière avec divers paramètres d’évolution et des
paramètres taxonomiques contenus dans les noeuds et les feuilles de l’arbre. La méthode
de recherche de motifs est celle développée par Dufayard et al. (Dufayard et al., 2005).
On peut ainsi choisir une topologie pour le motif d’arbre et des contraintes sur les noeuds
(duplication ou spéciation) et les feuilles (taxons à inclure ou exclure). La méthode utilisée
permet de chercher toutes les familles de gènes de la banque pour lesquelles la topologie
correspond à un motif particulier.

Afin d’analyser les transferts horizontaux de gènes dans les trois génomes de Frankia,
une recherche de motifs a été utilisée pour repérer l’ensemble des gènes de Frankia dont
les plus proches voisins phylogénétiques ne sont pas des Actinobactéries. Cette idée est
représentée par le formalisme utilisé dans le motif présenté à la figure 4.7.

La recherche de motifs a permis d’identifier 387 familles correspondant au motif sou-
haité. Ces familles ont ensuite été utilisées pour des analyses phylogénétiques plus pous-
sées. Pour cela, les alignements de départ ont tout d’abord été filtrés en utilisant le logiciel
Gblocks (Castresana, 2000). Ce programme permet de sélectionner des blocs conservés
dans les alignements tout en essayant de minimiser la perte de sites informatifs. Le pro-
gramme élimine les positions mal alignées et les régions divergentes. Ces positions peuvent
ne pas être homologues ou peuvent avoir été saturées par des substitutions multiples et il
est préférable de les éliminer avant de faire une analyse phylogénétique.

Une fois que les alignements ont été nettoyés, le programme de reconstructions d’arbres
phylogénétiques PHYML a été utilisé (modèle JTT avec hétérogénéité du taux d’évolution
entre sites modélisée avec une loi gamma, 4 classes de vitesses et tous les paramètres estimés
par le programme) avec 100 réplicats de bootstrap.
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Fig. 4.7: Motif utilisé pour la requête effectuée sur la version locale de la banque HOGENOM

1.5 Conclusions

Une analyse phylogénétque a été effectuée : tous les arbres obtenus précédemment ont
été analysés manuellement et comparés à un arbre de référence tel que celui présenté à la
figure 4.1 de la section 1.1, page 78, afin de détecter d’éventuels transferts horizontaux.
Un transfert est détecté lorsque des protéines de Frankia sont significativement regroupées
avec des séquences provenant d’espèces distantes. De plus, les protéines de Frankia qui
ont des représentants dans une famille où aucune autre Actinobactérie n’est représentée,
sont considérées comme probablement transférées. Sur les 387 familles candidates, 201
familles ont été validées comme présentant un transfert horizontal potentiel d’un gène
vers Frankia. Dans chaque cas, les espèces les plus proches dans l’arbre sont notées comme
représentants de la position phylogénétique d’un donneur potentiel. Un tableau en annexe
(annexe A, page 117) présente les résultats de cette analyse. Dans ce tableau, on retrouve
pour chaque famille, son annotation dans la banque, la valeur de bootstrap validant le
transfert horizontal de gène détecté, les séquences de Frankia présentes dans la famille et
les séquences les plus proches dans l’arbre.
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1 L’ajout des séquences de génomes aux banques de familles de gènes homologues

Nous présentons ici trois exemples de transferts horizontaux de gènes vers Frankia
détectés :

– Le premier exemple est celui d’un gène potentiellement acquis par l’ancêtre actuel
des Frankia d’une Alpha-Protéobactérie (figure 4.8). Le gène étudié correspond à
celui codant pour la Prephenate dehydratase. Il est intéressant de remarquer que
toutes les Alpha-Protéobactéries de l’arbre sont également des bactéries fixatrices
d’azote.

Fig. 4.8: Exemple de transfert horizontal d’un gène d’une Alpha-Protéobactérie vers Frankia ACN,
EAN et CcI3.

– Le deuxième exemple traite un gène potentiellement acquis par Frankia ACN
d’une Alpha-Protéobactérie (figure 4.9). Le gène analysé est celui codant pour
la Glutamine Synthétase III. Ce gène intervient dans la fixation d’azote chez les
Frankia et les Alpha-Protéobactéries.

– Le troisième exemple est celui de transferts de deux gènes d’une Alpha-
Protéobactérie qui se seraient suivis d’une duplication chez Frankia EAN (fi-
gure 4.10). Les deux gènes correspondent à ceux codant pour les sous-unités I et
II de la Sulfate adénylyltransférase qui sont situés à coté sur un chromosome. Ces
gènes ont une histoire évolutive très proche comme l’indique la ressemblance des
deux arbres phylogénétiques.
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Fig. 4.9: Exemple de transfert horizontal d’un gène d’une Alpha-Protéobactérie vers Frankia ACN.

Fig. 4.10: Deux exemples de transferts horizontaux de deux gènes d’une Alpha-Protéobactérie, sui-
vis d’une duplication chez Frankia EAN.
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L’analyse phylogénétique réalisée propose des estimations plutôt conservatrices du
nombre de transferts horizontaux de gènes identifiés phylogénétiquement dans Frankia,
étant donné que seuls des gènes qui ont des homologues dans des génomes d’organismes
évolutivement lointains de Frankia sont utilisés pour l’analyse. Afin d’identifier d’autres
gènes possibles qui pourraient avoir été acquis par Frankia, une analyse basée sur le critère
d’incongruence phylogénétique (Zelwer & Daubin, 2004) a été utilisée.

Les gènes qui sont présents dans le génome de Frankia et absents des génomes de
Streptomyces ont été recherchés. Pour cela, une analyse de toutes les familles contenant
au moins une séquence de Frankia a été effectuée afin de ne conserver que les familles ne
contenant pas de séquences de Streptomyces. 380 familles ont ainsi été détectées.

Streptomyces est le groupe soeur de Frankia dans la phylogénie actuelle des orga-
nismes complètement séquencés et possède un génome très grand. Bien que l’absence de
gènes homologues à Frankia dans les génomes de Streptomyces ne soit pas une preuve
de transferts horizontaux, il est possible que Streptomyces ait gardé la plupart des
gènes de leur ancêtre commun, et la classe de gènes présents chez Frankia et non chez
Streptomyces est probablement enrichie en transferts horizontaux. Un tableau regroupant
l’ensemble des familles correspondant à cette analyse est présenté en annexe (annexe B
page 139). Dans ce tableau, on retrouve pour chaque famille, son annotation dans la base
de données, les séquences de Frankia présentes dans la famille et les séquences les plus
proches d’Actinobactérie dans l’arbre.

Pour chacune des analyses effectuées (l’analyse phylogénétique et l’analyse liée à l’ab-
sence de gènes chez Streptomyces), nous avons compté le nombre de transferts horizontaux
de gènes vers l’une des trois souches de Frankia correspondant aux catégories COG (Clus-
ters of Orthologous Groups). La banque COG (cf. chapitre 1, page 1 section 2.2, page 13)
contient les séquences de génomes complets. Elle regroupe, en familles, des gènes homo-
logues en se basant sur les meilleures similarités BLAST réciproques. Cette classification
en catégorie permet d’avoir des informations sur les fonctions des gènes ainsi que des
indications sur l’évolution des organismes.

Pour chaque séquence de Frankia, présentes dans les familles d’HOGENOM (version
locale) où un transfert horizontal a été détecté, nous avons utilisé BLASTP pour la com-
parer avec les séquences de la banque COG afin d’en extraire la plus similaire. Puis nous
avons déterminé la catégorie COG de chacune des séquences similaires et trouvé ainsi
celle associée à chaque séquence de Frankia. Nous avons ensuite regroupé les séquences
de Frankia en fonction de la famille à laquelle elles appartenaient, ce qui nous a permis
d’associer à chaque famille dans laquelle un transfert horizontal de gènes a été détecté
une ou plusieurs catégories COG. Ainsi nous avons obtenu un premier classement donnant
le nombre de transferts horizontaux de gènes vers Frankia correspondant à chacune des
catégories COG. Ces résultats sont résumés dans les tableaux présentés dans la figure 4.11
et la figure 4.12.
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Fig. 4.11: Nombre de transferts horizontaux de gènes vers l’une des trois souches de Frankia cor-
respondant aux catégories COG résultant de l’analyse phylogénétique.
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Fig. 4.12: Nombre de transferts horizontaux de gènes vers l’une des trois souches de Frankia cor-
respondant aux catégories COG résultant de l’analyse liée à l’absence de gènes chez
Streptomyces.
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2 L’identification automatique de séquences d’ARNr 16S de

bactéries

Nous avons établi une autre collaboration avec Philippe Normand (Laboratoire d’Eco-
logie Microbienne des Sols - UMR CNRS 5557 - Lyon1). Le projet avait pour but d’identifier
automatiquement un ensemble de séquences d’ARNr 16S de bactéries issues de carottes
glaciaires ou de sources hydrothermales afin de connâıtre, pour chaque séquence, leur
espèce et leur genre. Pour cela, il est nécessaire de développer un outil d’identification au-
tomatique qui permette de traiter un ensemble de séquences en déterminant pour chacune
l’espèce de provenance et le genre. De plus, pour ce type de données, avant d’identifier les
nouvelles séquences, il serait intéressant de vérifier s’il ne s’agit pas de séquences chimères
(définies plus bas). Nous avons donc travaillé sur le développement d’un outil d’identifica-
tion automatique de séquences bactériennes d’ARNr 16S incluant un module de détection
de séquences chimères.

2.1 Les séquences d’ARNr 16S de bactéries

Tous les micro-organismes connus possèdent au moins une copie des gènes codant
pour les ARNr. Parmi ces gènes, celui codant pour l’ARNr 16S est principalement utilisé
pour la détermination du genre et de l’espèce (cf. chapitre 2, page 31 section 2.2.2,
page 34). Le séquençage de gènes codant pour l’ARNr 16S est considéré comme une des
techniques de référence pour l’identification bactérienne au niveau de l’espèce (Woo et al.,
2003). Il permet de traiter des séquences difficilement identifiables avec les techniques
classiques (Mignard & Flandrois, 2006).

Les séquences d’ARNr 16S ou ARNr de la petite sous-unité du ribosome sont connues
pour un grand nombre de souches bactériennes et sont accessibles par interrogation de
banques telles que GenBank, qui contient environ 432212 séquences d’ARNr 16S (version
158, février 2007), ou EMBL qui en contient 432691 (version 89, décembre 2006). Il
existe plusieurs banques spécialisées regroupant uniquement des séquences d’ARNr 16S
dont la banque américaine RDP et celle européenne, Ribosomal RNA Database (cf.
chapitre 2, page 31 section 2.2, page 13). La RDP contient des séquences d’ARNr 16S
mithochondiales, de procaryotes et d’eucaryotes. La banque européenne est constituée des
séquences complètes ou presque complètes d’ARNr de la petite et de la grande sous-unité
pour les archées, les bactéries et les eucaryotes. Elle est divisée en deux parties, Large
Subunit rRNA database pour la grande sous-unité et Small Subunit rRNA database pour
la petite sous-unité.

Ce type d’identification est différent de l’identification de séquences dans les banques
de familles de gènes homologues. Ici, il ne faut pas rechercher la famille de gènes homo-
logues à laquelle une séquence inconnue appartient et la reclasser à l’intérieur de cette
famille. Identifier une séquence d’ARNr 16S consiste à replacer la séquence dans la taxo-
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nomie des séquences de la banque et à déterminer l’espèce et le genre où rattacher cette
séquence. Le processus d’identification sera donc légèrement différent du processus utilisé
par les applications décrites précédemment comme HoSeqI ou l’outil d’ajout de séquences
de génomes à une banque de familles homologues.

2.2 Les séquences chimères

Si les séquences d’ARNr 16S analysées proviennent d’une amplification par PCR puis
d’un clonage, il se peut que certaines soient des séquences chimères c’est-à-dire qu’elles
soient formées de différents fragments d’ADN d’origines diverses. Ces séquences sont
composées habituellement de deux séquences parentes distinctes phylogénétiquement.
Cela se produit lorsqu’un amplicon (séquence spécifique d’ADN à amplifier) terminé
prématurément se ré-assemble avec un brin d’ADN étranger puis est copié en entier
dans le cycle PCR suivant. Les chimères représentent un problème car elles suggèrent
la présence d’organismes non existants, il faut donc pouvoir les détecter. Cependant
lorsqu’une séquence est trop courte, on ne pourra pas savoir s’il s’agit d’une chimère ou
pas car il ne sera pas possible d’obtenir des résultats significatifs.

Plusieurs outils ont été développés afin de permettre la détection de séquences chi-
mères. Nous présentons ici quelques unes de ces applications. La méthode de Robison-Cox
et al. (Robison-Cox et al., 1995), le programme Check chimera de la RDP (Cole et al.,
2005), le package mglobalCHI (Komatsoulis & Waterman, 1997), le logiciel Bellerophon
(Huber et al., 2004) et l’application PhyID/CD (cf. chapitre 2, page 31 section 3, page 40)
utilisent différentes variantes de la méthode des plus proches voisins qui consiste à déter-
miner les séquences de la banque les plus proches des différents domaines de la séquence
analysée. La plupart de ces méthodes sont basées sur le principe qu’une chimère montrerait
des relations phylogénétiques diférentes selon les parties (debut et fin) de la séquence à
analyser. Alors que tous les autres programmes comparent les séquences individuellement à
une ou deux séquences parents à la fois, Bellerophon détecte toutes les séquences putatives
chimères dans un alignement multiple de séquences en une seule analyse.

Un autre programme, CCODE (Chimera and Cross-Over DEtection) (Gonzalez et al.,
2005), propose une stratégie pour évaluer les séquences chimères. Cette stratégie est
basée uniquement sur la comparaison de la séquence à analyser et de séquences connues,
non-chimères.

Les différentes méthodes présentées ici donnent des résultats différents. Elles sont
complémentaires et aucune n’est reconnue comme étant la meilleure. Elles permettent
d’obtenir des informations pour aider l’utilisateur à savoir si la ou les séquences analysées
sont des chimères ou pas.
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2.3 Un outil basé sur des modules d’HoSeqI

Différents outils d’identification de séquences d’ARNr 16S existent déjà tels que BIBI,
le ”RDP classifier”, etc (cf. chapitre 2, page 31 section 3, page 40). Cependant ces outils
ne proposent pas d’étape de détection automatique de chimères avant l’identification
ou ne permettent de traiter qu’une seule séquence à la fois. En outre, les outils de
détection décrits précédemment nécessitent des traitements manuels afin de déterminer
si la séquence traitée est une chimère ou non. Il n’est donc pas possible avec tous ces
outils d’identifier un ensemble de séquences en permettant au préalable de détecter
automatiquement les chimères.

Nous avons donc développé un outil dont le but est d’automatiser la détection de
chimères parmi un ensemble de séquences d’ARNr 16S et d’identifier automatiquement
les séquences non-chimères en utilisant une banque de séquences d’ARNr 16S. Pour cela,
nous avons réalisé un module de détection de séquences chimères et modifié les modules
et méthodes développés dans l’application Web HoSeqI et dans l’outil d’ajout de génomes
aux banques de familles homologues.

2.3.1 La base de données utilisée

Pour l’application, nous avons choisi d’utiliser un jeu de données de séquences d’ARNr
16S de bactéries de souches cultivées proposé par Richard Christen et disponible sur le site
Web http://bioinfo.unice.fr/biodiv/Exemple_diversit%E9_16SrRNA/Analyse_de_

la_biodiversite.html. Ce jeu de données contient des séquences exactes, complètes et
provenant de souches cultivées, ce qui permet d’avoir des résultats de meilleure qualité
lors de recherches de similarité entre la séquence à analyser et les séquences de la banque.
Si la séquence traitée est bien une séquence d’ARNr 16S de bactéries, il existera dans
le jeu de données une séquence relativement similaire à la séquence requête. De plus, ce
jeu de données contient des séquences de Chloroplastes afin de pouvoir les identifier plus
facilement.

Nous avons utilisé ce jeu de données pour créer une base de données de séquences
d’ARNr 16S au format ACNUC afin de pouvoir utiliser le système d’interrogation Query
et ainsi accéder facilement aux différentes informations sur les séquences.

2.3.2 Le principe

Le programme doit permettre l’identification de n nouvelles séquences d’ARNr 16S
les unes à la suite des autres tout en ayant vérifié au préalable qu’il ne s’agissait pas de
séquences chimères. A la fin des traitements, l’application doit donc indiquer l’espèce et le
genre auxquels appartient chaque nouvelle séquence non-chimère.
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2.3.2.1 Le repérage de séquences chimères

Une séquence chimère correspond à un fusionnement de plusieurs séquences. Ainsi
lorsque l’on compare une chimère avec un ensemble de séquences, on s’attend à retrouver
plusieurs matchs (i.e. séquences de la banque résultant de la recherche de similarité),
distants phylogénétiquement, qui obtiennent un bon score d’alignement avec différentes
parties de la séquence chimère. La méthode utilisée pour détecter une séquence chimère
se base sur le principe des plus proches voisins.

Tout d’abord, la séquence à traiter est découpée en deux demi-séquences d’égale lon-
gueur (deux parties 5’ et 3’). Puis pour chaque demi-séquence, nous identifions l’ensemble
des séquences les plus similaires en la comparant aux séquences de la banque d’ARNr
16S utilisée et en éliminant les redondances entre les deux ensembles. L’alignement de ces
deux ensembles de séquences homologues est ensuite calculé et les deux demi-séquences
sont ajoutées à cet alignement. Si, dans l’arbre phylogénétique correspondant, les deux
demi-séquences sont éloignées i.e. si la distance phylogénétique, calculée entre le noeud
le plus proche de la première demi-séquence et le noeud le plus proche de la deuxième
(distance d1,2, en jaune, dans la figure 4.13), est supérieure à un seuil, alors les deux par-
ties de la séquence traitée proviennent d’organismes distants. La séquence traitée est donc
considérée comme une chimère. Le principe de la détection de chimère est schématisé dans
la figure 4.13.

Fig. 4.13: Schéma représentant le principe utilisé pour la détection de séquences chimères.

2.3.2.2 L’identification

L’identification consiste à trouver l’espèce et le genre auxquels appartient une séquence.
Pour cela, il faut identifier les séquences les plus proches qui puissent provenir de cellules
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bactériennes appartenant au même taxon que celle étudiée. Tout d’abord, on recherche
l’ensemble des séquences les plus similaires à celle identifiée en la comparant aux entrées
de la banque utilisée. Puis l’alignement de ces séquences est calculé en incluant celle ana-
lysée, et l’arbre phylogénétique correspondant est reconstruit. Enfin on repère dans l’arbre
phylogénétique la ou les séquences les plus proches de celle traitée, et on détermine leur
espèce. Cette dernière sera celle de provenance de la nouvelle séquence. Le schéma de la
figure 4.14 présente ce principe.

Fig. 4.14: Schéma représentant le principe utilisé pour l’identification de séquences d’ARNr 16S.

2.3.3 L’algorithme

L’algorithme général de ce programme ressemble à celui utilisé pour l’application
d’ajout de séquences de génomes aux banques de familles homologues. En effet, il s’agit éga-
lement ici d’un enchâınement de modules sans interaction avec l’utilisateur. Les différents
programmes utilisés pour les calculs d’alignements et les constructions phylogénétiques
devront être choisis au préalable. Deux modules sont utilisés dans ce programme :

– le module de détection de chimères,
– le module d’identification de séquences d’ARNr 16S c’est-à-dire de détermination

de l’espèce de la séquence traitée, qui correspond à une modification du premier
module principal de l’application Web HoSeqI (i.e. le module de détermination de
la famille de gènes homologues à laquelle appartient la séquence requête).

Le premier module est exécuté pour chacune des n séquences d’ARNr 16S afin de savoir
s’il s’agit d’une séquence chimère. Puis, pour chaque séquence non-chimère, le deuxième
module est exécuté, permettant d’obtenir ainsi l’espèce à laquelle appartient la séquence.
Enfin en utilisant une fonction ACNUC, il est possible d’accéder à toute la taxonomie de
chacune des espèces identifiées afin d’obtenir le genre, le phylum, etc. A la fin du traitement,
on obtient donc un fichier dans lequel est indiquée, pour chaque séquence non-chimère, la
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liste des espèces auxquelles elle appartient potentiellement ainsi que pour chaque espèce sa
taxonomie. De la même manière que pour l’application d’ajout de séquences, des fichiers
de log sont générés afin de connâıtre les séquences chimères, celles ayant plusieurs espèces
potentielles et celles n’ayant pas pu être analysées. L’algorithme général est présenté dans
la figure 4.15.

Fig. 4.15: Schéma représentant l’algorithme général de l’application d’identification de séquences
d’ARNr 16S.

2.3.3.1 La détection de chimères

Comme nous l’avons vu dans le principe, plusieurs étapes sont nécessaires à la détection
de séquences chimères. Nous pouvons résumer l’algorithme utilisé en trois étapes majeures :

– Découpage de la séquence traitée et recherche de similarité afin de définir deux
ensembles de séquences homologues à chacune des demi-séquences.

– Alignement des deux ensembles définis et ajout des deux demi-séquences.
– Calcul de la distance phylogénétique entre les deux demi-séquences.
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Ce traitement est effectué pour toutes les séquences dans le cas où elles sont suffisamment
longues i.e. la longueur de la séquence est supérieure à 1000 paires de base. Dans le cas
contraire, la séquence est trop courte pour permettre la détection d’une chimère et est
considérée comme non-chimère afin de pouvoir poursuivre l’identification.

Dans la première étape, la comparaison des deux demi-séquences avec les séquences de
la banque d’ARNr 16S est réalisée par le programme de recherche de similarité BLASTN
utilisé avec les paramètres par défaut (cf. chapitre 1, page 1 section 3.1.3, page 19). Chacun
des fichiers obtenus est analysé afin d’extraire deux ensembles de séquences homologues
à chacune des demi-séquences traitées. Successivement, une séquence (son nom) de l’un
des fichiers puis de l’autre est sélectionnée en éliminant celles qui sont redondantes
jusqu’à obtenir deux ensembles d’un total de 30 séquences (ce nombre a été fixé de
manière à obtenir un compromis entre le temps d’exécution et la qualité des résultats).
Un programme de conversion de la bibliothèque ACNUC permet d’obtenir un fichier
contenant les 30 séquences homologues à l’une des deux demi-séquences au format FASTA.

La deuxième étape consiste à calculer l’alignement des deux ensembles de séquences
sélectionnées précédemment avec les deux demi-séquences. Pour cela, tout d’abord le
programme d’alignement multiple MUSCLE-prog est utilisé, avec les paramètres par
défaut, pour aligner les deux ensembles. Puis les demi-séquences sont ajoutées progres-
sivement l’une après l’autre en utilisant l’option d’alignement de profils de MUSCLE-prog.

La troisième étape correspond au calcul de la distance phylogénétique entre les deux
demi-séquences. A partir de l’alignement obtenu précédemment, le programme DNADIST
(package PHYLIP) permet de calculer la matrice des distances entre chaque séquence.
Le modèle évolutif choisi est celui de Kimura à deux paramètres (cf. chapitre 1, page 1
section 3.3.1, page 26) qui permet de calculer la matrice rapidement avec DNADIST
(les autres paramètres choisis étant ceux proposés par défaut). L’arbre phylogénétique
est ensuite reconstruit à l’aide du programme FASTME (paramètres par défaut).
Ainsi, il est facile de retrouver, dans l’arbre, la distance phylogénétique entre les deux
demi-séquences : celle-ci correspond à la distance d1,2 en jaune sur la figure 4.13. Si
cette distance est supérieure à un seuil fixé, cela signifie que les deux demi-séquences ont
de grandes chances de provenir d’organismes distants et donc que la séquence traitée
correspond certainement au regroupement de différentes séquences éloignées phylogéné-
tiquement. Dans ce cas, la séquence est considérée comme chimère et ne sera pas identifiée.

Dans le cas de séquence non-chimère, il arrive souvent que, dans l’alignement, les
deux demi-séquences ne se recouvrent pas (figure 4.16). Le calcul de la matrice pose alors
des problèmes car la distance calculée entre les deux demi-séquences n’a aucun sens étant
donné qu’elles ne partagent aucune similarité.
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Fig. 4.16: Schéma représentant le cas de deux demi-séquences non recouvrantes dans l’alignement
avec les séquences de la banque, homologues à l’une et/ou l’autre des demi-séquences.

La matrice de distance doit alors être calculée de façons différentes suivant les cas
rencontrés :

– A : pour toutes les séquences de la banque, le calcul de la distance se fait sur
l’ensemble des sites,

– B : pour les distances entre les séquences de la banque et chacune des demi-
séquences, le calcul se fait sur les sites correspondant à chaque demi-séquence,

– C : pour les deux demi-séquences, la distance est calculée entre la première demi-
séquence complétée par une partie de sa séquence la plus similaire et la deuxième
demi-séquence complétée par une partie de sa séquence la plus similaire.

Les trois cas sont schématisés dans la figure 4.17. Il est ainsi possible d’obtenir les
distances entre chacune des séquences de l’alignement, et en particulier la distance entre
les deux demi-séquences, afin de déterminer si la séquence d’ARNr 16S traitée est une
chimère ou pas.

Fig. 4.17: Schéma représentant les différentes étapes du calcul de la matrice de distance corres-
pondant à l’alignement entre les séquences de la banque sélectionnées et les deux demi-
séquences.

99



Chapitre 4:Deux utilisations et applications des méthodes développées dans HoSeqI

Dans le cas où il s’agit d’une chimère, son identification ne s’effectue pas et son nom est
noté dans un fichier de log. L’algorithme utilisé pour la détection de chimère est représenté
à la figure figure 4.18.

Fig. 4.18: Schéma représentant l’algorithme de détection de séquences chimères.
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2.3.3.2 L’identification de séquences d’ARNr 16S

Le module d’identification d’ARNr 16S a pour but de trouver l’espèce de la séquence
non-chimère analysée. Pour ce module, nous avons modifié un module de l’application Web
HoSeqI (le module de détermination de la famille de gènes homologues à laquelle appartient
la séquence requête, cf. chapitre 3, page 47 section 4.3.1, page 65). Dans l’algorithme de
ce dernier, nous avons ajouté un test afin de connâıtre le type de séquence à traiter. Ainsi,
s’il s’agit de séquences d’ARNr 16S, les traitements changent et correspondent aux étapes
suivantes :

– Rechercher l’ensemble de séquences les plus similaires à la séquence à identifier.
– Calculer l’alignement de ces séquences en incluant la séquence requête et reconstruire

l’arbre phylogénétique correspondant.
– Extraire dans l’arbre phylogénétique la ou les séquences les plus proches de la

séquence traitée et déterminer leur espèce.

La première étape est la comparaison de la séquence à identifier avec les séquences
de la banque. Cette comparaison se fait en utilisant le programme de recherche de
similarité BLASTN (paramètres par défaut). Le fichier de sortie BLASTN est ensuite
analysé afin d’extraire les séquences les plus similaires. Les n premières séquences du
fichier sont extraites de manière à obtenir au moins 30 séquences avec au moins quatre
espèces distinctes représentées. Cela permet d’obtenir suffisamment de séquences d’espèces
distinctes pour pouvoir correctement identifier la séquence traitée.

La deuxième étape correspond au calcul de l’alignement des séquences précédemment
sélectionnées avec celle à identifier. Cet alignement se fait en utilisant MUSCLE-prog
(avec les paramètres par défaut). Puis, à partir de l’alignement, l’arbre phylogénétique
est reconstruit à l’aide du programme FASTME (paramètres par défaut) en ayant au
préalable calculé la matrice de distance grâce à DNADIST (le modèle évolutif choisi étant
celui de Kimura à deux paramètres et les autres paramètres par défaut). Enfin l’arbre
obtenu est raciné en son centre par le programme ADD ROOT.

La dernière étape consiste à déterminer l’espèce de la ou des séquences les plus proches
de la séquence traitée dans l’arbre phylogénétique obtenu. Il est donc nécessaire d’analyser
l’arbre afin de retrouver les séquences ayant le même ancêtre commun avec la séquence à
identifier. Pour cela, nous avons utilisé l’analyseur syntaxique XML LIBXML2 mettant
à disposition une bibliothèque de fonctions écrites en C. Le format XML (eXtensible
Markup Language) correspond en effet à une représentation arborée. Les fonctionnalités
proposées par LIBXML2 permettent d’analyser un document XML et d’extraire facile-
ment des données. Par exemple, il est possible d’obtenir les n frères ou parents d’un noeud.
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Le fichier contenant l’arbre phylogénétique au format NEWICK est converti au format
XML en utilisant le programme RETREE (package PHYLIP). Une fonction C, faisant ap-
pel aux divers outils proposés par la librairie LIBXML2, permet d’extraire les informations
de l’arbre phylogénétique. Il est ainsi facile de trouver la ou les séquences les plus proches
de celle à identifier dans l’arbre. En utilisant une fonction de la bibliothèque ACNUC, on
détermine l’espèce de la ou des séquences extraites de l’arbre. Cette espèce est proposée
comme étant celle à laquelle la séquence d’ARNr 16S analysée appartient. Dans le cas où
les séquences extraites n’appartiennent pas à la même espèce, toutes les espèces trouvées
sont proposées comme espèces potentielles de la séquence d’ARNr 16S analysée. Le schéma
de la figure 4.19 représente les différents cas traités. Dans le cas où plusieurs espèces cor-
respondent à une même séquence, les noms de la séquence et des différentes espèces sont
notés dans un fichier de log.

Fig. 4.19: Schéma représentant l’analyse de l’arbre afin de déterminer l’espèce de la séquence à
identifier en fonction de sa position dans l’arbre phylogénétique.

A la fin du traitement, on obtient un fichier qui récapitule la liste des séquences iden-
tifiées ainsi que les espèces et leur taxonomie. De plus, d’autres informations sont notées
dans deux autres fichiers de log : les séquences n’ayant aucune séquence similaire dans
la banque et les séquences pour lesquelles il y a eu une erreur d’exécution. L’algorithme
utilisé pour l’identification de séquences d’ARNr 16S est présenté à la figure figure 4.20.
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Fig. 4.20: Schéma représentant l’algorithme d’identification de séquences d’ARNr 16S .
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2.4 Conclusions

L’application d’identification automatique de séquences bactériennes d’ARNr 16S est
encore en phase de tests afin de vérifier l’exactitude des traitements et de déterminer leur
temps d’exécution. Il est difficile avec les séquences d’ARNr 16S d’obtenir des résultats
avec 100% d’exactitude, i.e. d’être certain que les résultats obtenus pour la détection
de chimère et l’identification sont exacts pour toutes les séquences traitées. En effet, ces
séquences sont des séquences très bien conservées et il existe peu de dissimilarité entre
elles. De plus, les logiciels existants de détections de chimères tels que ceux présentés à
la section 2.2, page 93 donnent des résultats différents. En outre, même si un organisme
international vérifie et publie les noms valides attribués aux bactéries, il existe encore
certains problèmes : de nombreuses espèces ont changé de nom avec les analyses phylogé-
nétiques, les anciens noms sont parfois encore utilisés, la correspondance nom d’espèces
et séquence n’est pas toujours exacte, les descriptions des séquences ne comportent pas
tout le temps toutes les informations utiles comme le nom de la souche, la taxonomie
au dessus du genre reste souvent approximative, etc. Tout cela complexifie donc la tâche
d’identification et de détection de chimères pour des séquences d’ARNr 16S.

Il faut donc à présent réaliser des tests afin, d’une part, de fixer le seuil pour la distance
phylogénétique utilisée pour déterminer si une séquence est chimère ou pas, et, d’autre
part, de vérifier la qualité des résultats et déterminer les temps de traitement. Pour cela,
nous allons utiliser des séquences connues non présentes dans la banque, chimères et non-
chimères. Puis nous allons comparer les résultats de notre application à ceux obtenus avec
d’autres applications telles que Check chimera ou Bellerophon puis le ”RDP classifier”.
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Conclusions et perspectives

L’objectif de cette thèse était de développer des outils bioinformatiques afin de per-
mettre l’identification automatique de nouvelles séquences dans des grandes banques de fa-
milles de gènes homologues. L’application Web développée, HoSeqI (Homologous Sequence
Identification), permet ce type d’identification. La méthode utilisée se base sur une ap-
proche phylogénétique, permettant ainsi l’analyse des relations évolutives entre séquences.
HoSeqI propose une interface facile d’utilisation qui permet à un utilisateur d’identifier
rapidement une nouvelle séquence dans une banque de familles de gènes homologues choi-
sie, c’est-à-dire de trouver la famille à laquelle appartient la séquence analysée, puis, de
visualiser l’alignement et l’arbre phylogénétique obtenus. Il est ainsi facile de localiser la
nouvelle séquence dans l’arbre de la famille de gènes homologues afin d’étudier son histoire
évolutive. HoSeqI est actuellement disponible sur le site Web du PBIL.

Nous souhaitons faire évoluer cette application afin de proposer un choix plus large
de programmes d’alignements multiples adaptés à différents types de données tels que
POA, PROBCONS, différentes versions de MAFFT et DIALIGN. De plus, les prochaines
versions des banques de gènes homologues proposées au PBIL intégreront les alignements
multiples et les arbres phylogénétiques pour les grandes familles (plus de 500 séquences).
Cela permettra un gain de temps au niveau du calcul de l’alignement dans HoSeqI puisque
plus aucun alignement ne sera recalculé en entier, il suffira d’ajouter la nouvelle séquence
aux alignements des séquences des familles pré-existant dans la banque. Il sera alors
utile d’avoir un programme d’ajout de séquences à un arbre phylogénétique existant sans
devoir reconstruire l’arbre en entier.

A partir des développements effectués pour HoSeqI, nous avons également développé
une autre application afin d’ajouter les séquences de nouveaux génomes aux banques de
familles de gènes homologues. Cette application nous a permis d’ajouter les séquences
protéiques de deux génomes de bactéries du genre Frankia (EAN et CcI3) à une version de
la banque HOGENOM, contenant déjà un génome de Frankia (ACN). Il a ainsi été possible
d’étudier l’évolution de ces trois génomes de bactéries et notamment de détecter d’éventuels
transferts horizontaux de gènes. Par une étude phylogénétique des arbres obtenus pour les
familles de la banque contenant au moins une séquence de Frankia, nous avons pu mettre
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en évidence l’existence d’un certain nombre de ces transferts potentiels. De plus, une
analyse liée à l’absence de gènes chez Streptomyces et basée sur le critère d’incongruence
phylogénétique nous a permis d’identifier d’autres gènes qui pourraient avoir été acquis
par Frankia.

Ce logiciel d’ajout de séquences à une banque de familles homologues est pour
l’instant utilisé sur le serveur PBIL, ce qui peut entrâıner d’importants temps de
traitements dans le cas de calculs d’alignements ou de reconstructions phylogénétiques
pour de grandes familles de séquences. Il serait donc intéressant de paralléliser les tâches
exécutées par l’application afin de pouvoir utiliser les ressources du centre de calcul de
l’IN2P3 regroupant plusieurs centaines de machines. Cela permettrait de bénéficier d’une
grande rapidité d’exécution mais également d’utiliser des programmes d’alignements ou
de phylogénies plus précis qui demandent plus de ressources et qu’il ne serait pas possible
de lancer sur le serveur PBIL. Il sera ainsi possible de proposer un choix plus large entre
différents programmes d’alignements et de reconstructions phylogénétiques.

Une troisième application a été développée lors de ces travaux de thèse. Celle-ci est
dédiée à la détection automatique de séquences chimères et à l’identification de séquences
bactériennes d’ARNr 16S. Cet outil permet de déterminer les espèces de provenance d’un
ensemble de séquences d’ARNr 16S après avoir vérifié, au préalable, pour chacune d’elles
qu’il ne s’agissait pas de séquences chimères.

Des tests sont encore nécessaires pour valider cet outil. De plus, cette application uti-
lisant les mêmes modules que les outils précédents, elle pourra bénéficier de l’utilisation du
centre de calcul de l’IN2P3 afin d’augmenter la rapidité d’exécution et permettre un choix
plus large dans les programmes d’alignements et de phylogénies. En outre, afin d’augmen-
ter la rapidité des traitements, nous pourrions utiliser une petite banque de représentants
de séquences d’ARNr 16S, comme celle proposée par Richard Christen. Celle-ci permet-
trait d’obtenir rapidement une taxonomie approximative dans laquelle il serait possible
de sélectionner un sous-jeu de données que l’on utiliserait ensuite pour l’identification.
Par ailleurs, nous souhaitons ajouter un calcul d’indice de diversité génétique entre les
séquences identifiées. Enfin, le processus d’identification bactérienne et de détection au-
tomatique de chimères pourrait être ajouté à la version Web d’HoSeqI en donnant accès,
dans l’interface, à la banque d’ARNr 16S utilisée.
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Abstract: We have developed a tool in order to identify sequences in relation to a sequence family 
database. This tool combines several algorithms: BLAST, multiple sequence alignment and phylogenetic 
tree building. After identification of the most similar gene family to the query sequence, this query 
sequence is added to the whole family alignment and the phylogenetic tree of the family is rebuilt 
including the query sequence. Thus, the query sequence can be easily located in its gene family. 

Keywords: identification, similarity search, alignment, phylogeny.  

1 Introduction 

In several biological contexts such as species or taxon identification from molecular markers of 
environmental organisms, confrontation of a new sequence to those of a database, or sequence database 
update, the classification of a new sequence compared to a sequence collection can be useful. Algorithms and 
bioinformatic tools are necessary to carry out these operations in a relevant and fast way. 

 Tools such as BIBI (Bioinformatic Bacterial Identification) [1] were mainly developed for pathogenic 
bacteria identification. This program uses BLAST [2,3] to perform the similarity search. Then multiple 
sequence alignment programs such as CLUSTAL W [4] are used to align the most similar sequences to the 
query sequence and finally to build the corresponding phylogenetic tree. The limiting stage of the 
identification process is alignment computation. Moreover, such a system is practical for on-line use because 
the databases on which it works are of small size. Thus, results can be obtained in a time acceptable to the 
user. This is related to the fact that it is an identification tool: it is enough to recover only a small number of 
sequences, presenting the strongest similarities with the query sequence, before computing the alignment. 

 With existing algorithms, the principle used by BIBI is thus inoperative for large sequence family 
databases such as HOVERGEN [5], or HOBACGEN [6]. In these databases, sequences are grouped in 
homologous families and prealigned. These databases can also be used as tools for phylogenetic analyses. 
The addition of only one sequence can have many repercussions on the topology of the phylogenetic tree 
associated to a given family. These changes may be located in the tree near the query sequence, but they may 
also be located at the level of major nodes. In such a case, it is thus impossible to limit comparisons to the 
most similar sequences, and it is the whole family which should be taken into account. Moreover, the 
HOVERGEN and HOBACGEN databases contain large families, sometimes composed of several thousand 
sequences. With such families, algorithms like CLUSTAL W and MULTALIN [7] are unable to deal with 
the problem of the realignment in times which are compatible with interactive use. 



 

2 Implementation 

We built a bioinformatic tool allowing the automatic identification of homologous sequences and their 
classification inside large sequence databases. The implemented program is composed of three stages. First, 
from an unknown sequence, we developed an identification algorithm using comparison and similarity search 
tools to find the gene family to which this sequence belongs. Second, it is necessary to use fast algorithms 
making it possible to align a large number of sequences or to gradually add a sequence to a preexisting 
alignment without recomputing all of the alignment. Lastly, the phylogenetic tree must be rebuilt by 
including the unknown sequence. This rebuilding must be fast and possible with a large number of 
sequences. Our tool thus contains several algorithms written in standard language ANSI C integrating 
different programs of similarity search, multiple alignments and phylogenetic tree rebuilding. These 
developments are integrated in a web application implemented in HTML-php, which makes it possible to 
have an interface with simple and fast use. 

 The identification algorithm uses BLAST to compare the unknown protein or nucleotide sequence with 
the sequences of the protein family database chosen by the user. We have chosen to work with protein 
databases because similarity search from a protein sequence is more sensitive than comparisons made from a 
nucleotide sequence. The BLAST result is analyzed in order to identify potential families of the unknown 
sequence. For each database sequence that matches with the unknown sequence at an e-value lower than a 
threshold (the best match e-value x 1e5), we determine its family and its BLAST score. For each family thus 
identified, a weighted average of the scores is calculated. The selected family is that with the highest average 
score. We also locate the non-overlapping matches of the sequences of potential families to the unknown 
sequence. All distinct families with non-overlapping matches are selected. Finally, if several families have 
the same average score, the families are proposed to the user. Then, the user can choose what family to use. 
The interface provides links to BLAST output and to information about proposed families in order to assist 
the user choices. 

 For each selected family, a set of multiple alignment programs is proposed to the user. The majority of 
these programs follow the progressive alignment heuristic approach. This approach is very fast, requires a 
moderate memory space and offers good performances with relatively well-conserved sequences. Several 
multiple alignment programs use this approach like CLUSTAL W, MULTALIN, MENTALIGN [8] and 
MUSCLE [9]. The latter proposes two more specific uses of the program, MUSCLE-prog and MUSCLE-
fast. They make it possible to align a large number of sequences much more quickly than with other 
programs (MUSCLE-fast is faster than MUSCLE-prog but less accurate). Other programs such as MABIOS 
[10] use algorithms of alignment by blocks and obtain good results for homologous sequences. All these 
programs also make it possible to very quickly add a sequence to a preexisting alignment. For this, the 
majority of these programs use the principle of profile-profile alignment. According to the selected family, 
the proposed list of alignment programs varies. Indeed, problems (e.g., too slow execution for a web 
application, insufficient memory) may occur when some programs such as CLUSTAL W and MABIOS are 
used to add a sequence to an alignment of more than 500 sequences. In order to help the user in his/her 
choice, links to BLAST output and to information about each selected family are given. 

 The obtained alignment is used as input for the phylogenetic tree building program. In our case, we 
require a program which guarantees a great speed of execution even if the quality of tree is not optimal. 
Indeed, the aim of this tool is to allow the user to locate approximately the unknown sequence in the selected 
family. Thus we have chosen to use QuickTree [11]. This phylogenetic tree rebuilding program is a fast 
implementation of the Neighbor-Joining algorithm [12]. It allows a rapid phylogenetic rebuilding of large 
sequence families. This program provides an option to bootstrap which makes it possible to have a certain 
validation of the obtained tree. Moreover, this option is used only when the family contains less than 100 
sequences to keep short running times. The tree obtained by QuickTree is then rooted at its center. 

 All results are presented in an HTML page. The user can visualize the BLAST output and information 
about each selected family. Obtained alignments and phylogenetic trees can be displayed by two Java applets 



 

 

(Fig. 1): Jalview ([http://www2.ebi.ac.uk/~michele/jalview/]) and ATV [13]. 

 

Figure 1. Screenshot of the web application. 

3 Perspectives 

In databases such as HOBACGEN and HOVERGEN, alignments and trees are precomputed for families of 
less than 500 sequences. However, in the case of a family of several thousand sequences, the family multiple 
alignment can take several tens of minutes. With a web application, such running times are not acceptable.  
We thus envisage to use the algorithms integrated into our identification tool to precompute alignments and 
trees of large families of these databases. Moreover, an algorithm to add a sequence to a preexisting tree 
could be integrated into our identification tool in order to avoid recomputing completely trees of large 
sequence families. Thus, the necessary time for the on-line identification could be improved. 
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ABSTRACT

Summary:We present a web service allowing to automatically assign

sequences to homologous gene families from a set of databases. After

identification of themost similar gene family to the query sequence, this

sequence is added to the whole alignment and the phylogenetic tree of

the family is rebuilt. Thus, the phylogenetic position of the query

sequence in its gene family can be easily identified.

Availability: http://pbil.univ-lyon1.fr/software/HoSeqI/

Contact: arigon@biomserv.univ-lyon1.fr

Supplementary Information: Supplementary Data are available at

Bioinformatics online.

In several contexts such as (1) species or taxon identification from

molecular markers of environmental organisms, (2) confrontation of

a new sequence to a database, or (3) update of homologous gene

family sequence databases, the classification of a new sequence into

a collection is needed. This classification allows the identification of

which family the sequence belongs to and contributes to the assess-

ment of its evolutionary relationships. Today, massive sequencing

techniques are routinely used and the number of new available

sequences grows up quickly. The identification tasks require the

chaining of different programs (for similarity search, alignment and

tree computation) that are sometimes complex to handle. Moreover,

some results have to be manually checked. Doing these tasks

sequentially makes the work of sequence identification tedious

and time-consuming. Automated bioinformatic tools are thus nec-

essary to carry out these operations in an accurate and fast way.

Some tools exist to make sequence identification. For instance, BIBI

(Bioinformatic Bacterial Identification) (Devulder et al., 2003) was
specifically developed for bacterial identification. The European

ribosomal RNA database (Wuyts et al., 2004) compiles complete

or nearly complete ribosomal RNA (rRNA) sequences and uses

the BIBI algorithm in order to allow a user to make rRNA quick

phylogeny analyses. The Ribosomal Database Project (Cole et al.,
2005) proposes a database with aligned and annotated rRNA gene

sequences and provides analysis services such as the RDP classifier

that places sequences in the RDP hierarchy in order to give an initial

taxonomic placement for sequences.

We developed comprehensive sequence family databases (i.e.

HOVERGEN and HOGENOM) (Duret et al., 1999) in which homo-

logous protein gene sequences are clustered into families and

aligned. These databases can be used for different purposes,

among which are phylogenetic analyses. The addition of a single

sequence to a given family from these databases can have many

repercussions on the topology of the associated phylogenetic tree;

these changes may be located near the introduced sequence, but they

may also be located in deep nodes. In such case, the phylogenetic

information brought by the whole family should be taken into

account. Also, as HOVERGEN and HOGENOM contain large

families, with several thousand sequences, powerful algorithms

are required in order to quickly add a sequence to a large alignment.

Currently available sequence identification tools such as those pre-

sented previously are developed to treat specific data such as

rRNA sequences. BIBI algorithm limits comparisons to the most

similar sequences and the RDP classifier uses a naı̈ve Bayesian

rRNA classifier. So they cannot be used effectively with large

family databases such as HOVERGEN and HOGENOM.

We built a software environment—called HoSeqI (Homologous

Sequence Identification)—allowing the automatic identification of

homologous sequences and their classification into our sequence

family databases. It integrates different programs of similarity

search, multiple alignments and phylogenetic tree building, as

well as specific tools we developed. This environment can be

accessed through a web service implemented in HTML-PHP. It

is divided into three parts. First, the identification procedure uses

BLASTP (Altschul et al., 1997) to compare the query sequence with

the entries of the family database chosen by the user. BLASTP

outputs are parsed in order to identify to which families the sub-

mitted sequence belongs. All distinct families with non-overlapping

matches are selected allowing to process sequences that contain

non-overlapping regions from distinct homologous gene families.

If several families are identified, they are all proposed to the user

who can then choose which one to select. The interface provides

links to BLASTP output and information about proposed families in

order to assist user choices.

Second, for each identified family, a set of multiple alignment

programs is proposed to the user CLUSTAL W (Thompson et al.,
1994), MULTALIN (Corpet, 1988), MABIOS (Abdeddaı̈m, 1997),

MENTALIGN (Dufayard, 2004) and MUSCLE (Edgar, 2004).

MENTALIGN is an incremental algorithm that has been developed

specifically by our group in order to manage very large alignments

and trees containing thousands of sequences. MUSCLE proposes

two specific uses of the program, MUSCLE-prog and MUSCLE-

fast allowing to align a large number of sequences much more

quickly than with other programs. All these programs also make�To whom correspondence should be addressed.
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it possible to very quickly add a sequence to a pre-existing align-

ment. The HOVERGEN and HOGENOM databases contain all

multiple alignments and phylogenetic trees for families of <500
sequences. So, the query sequence can be easily added to alignments

of these families. For other families (>500 sequences), the whole

sequence alignment has to be computed. According to the identified

family, the proposed list of alignment programs varies. Indeed,

problems may occur when some programs such as CLUSTAL W

and MABIOS are used to compute a multiple alignment containing

>500 sequences (e.g. execution is too slow for a web application,

memory allocation).

Lastly, the obtained alignment is used to build the phylogenetic

tree. The user can choose among the following tree building pro-

grams: QuickTree (Howe et al., 2002), FastME (Desper and

Gascuel, 2002), BIONJ (Gascuel, 1997) and PhyML (Guindon

and Gascuel, 2003). QuickTree is a fast implementation of the

neighbor-joining (NJ) algorithm (Saitou and Nei, 1987). It allows

a rapid phylogenetic rebuilding for large sequence families. FastME

is based on the minimum evolution method. BIONJ is an improved

version of the NJ algorithm. PhyML is able to compute large phy-

logenies by maximum likelihood. When the input of the phyloge-

netic tree program has to be a distance matrix, we use PROTDIST

[with Kimura’s formula (Kimura, 1983)] to compute it (Felsenstein,

1989). For each program, the user can apply the bootstrap option.

The tree is then automatically rooted at its mid-point.

For all programs used in HoSeqI (BLASTP, multiple alignment

programs and phylogenetic tree building programs), the interface

allows to choose non-default parameter values. All results are pre-

sented through web pages and can be downloaded. Resulting align-

ments and phylogenetic trees can also be displayed by two Java

applets: Jalview (http://www2.ebi.ac.uk/~michele/jalview/) and

ATV (Zmasek and Eddy, 2001). Some selected options can result

in time-consuming alignment and phylogenetic tree building (e.g. if

the user chooses PhyML with the bootstrap option). In these cases,

computations are performed offline and the user receives an e-mail

with links to the various results that are kept on the server for one

month.

The usefulness of HoSeqI is to automate the identification process

on large family databases and to contribute to the study of the

evolutionary background of new sequences. HoSeqI proposes a

user-friendly interface that allows a user to easily identify a

query sequence and to visualize the obtained alignment and tree.

The user can thus locate the sequence in the tree of its gene family

and study the evolution of this new sequence. Computation times

range between 30 s (for 143 sequences in the associated family) and

2 min 30 s (for 1132 sequences in the associated family).

Conflict of Interest: none declared.
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RESUME en français
Le nombre de séquences génomiques disponibles augmente très vite du fait du développe-
ment de méthodes de séquençage massif. La classification de ces séquences est nécessaire et
permet l’étude de leurs relations évolutives. Des outils bioinformatiques automatisés sont
indispensables pour effectuer ces opérations d’identification de façon précise et rapide.
Nous avons développé HoSeqI (Homologous Sequence Identification), un système permet-
tant d’automatiser l’identification de séquences dans de grandes banques de familles de
gènes homologues. HoSeqI propose une interface accessible sur internet (http ://pbil.univ-
lyon1.fr/software/HoSeqI/) afin d’identifier une séquence et de visualiser l’alignement et la
phylogénie obtenus. Un autre programme, dérivé d’HoSeqI, a été implémenté pour l’ajout
automatique de séquences génomiques aux banques de familles. Enfin, un travail sur l’iden-
tification automatique de séquences bactériennes d’ARN 16S et la détection de séquences
chimères a été effectué.

TITRE en anglais
Development of automated identification tools using large gene family databases

RESUME en anglais
The number of available genomic sequences is growing very fast, due to the development
of massive sequencing techniques. Sequence classification is needed and contributes to the
assessment of their evolutionary relationships. Automated bioinformatics tools are thus
necessary to carry out these identification operations in an accurate and fast way. We
developed HoSeqI (Homologous Sequence Identification), a software environment allowing
this kind of automated sequence identification using homologous gene family databases.
HoSeqI is accessible through a Web interface (http ://pbil.univ-lyon1.fr/software/HoSeqI/)
allowing to identify a sequence and to visualize obtained alignment and phylogeny. We also
implemented another set of programs - derivated from the one used in HoSeqI - in order to
automatically add genomic sequences to family databases. At last, some developments ai-
med at automated identification of 16S RNA bacterial sequences and detection of chimeric
sequences.

DISCIPLINE
Bioinformatique

MOTS-CLES
Identification automatique, similarité, alignement, phylogénie, chimère.
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