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Chapitre 1

Préambule

1.1 Problématique

Pourquoi reconstruire des génomes ancestraux ? D’un point de vue fondamental, les
études des systèmes biologiques contemporains en utilisant, par exemple, des approches
d’anatomie, de biochimie, de physiologie, et biologie moléculaire, sont sérieusement limi-
tées par l’absence d’un cahier de laboratoire de l’Évolution qui décrirait et expliquerait
leur mise en place, leur organisation et leur fonctionnement. L’objectif à long terme de
posséder les génomes ancestraux est d’établir un vaste cadre d’étude de l’évolution pour
corriger le manque cruel de données historiques (la molécule d’ADN ne se conserve guère
plus d’une centaine de milliers d’années). Pour atteindre cet objectif, de nombreux déve-
loppements algorithmiques sont nécessaires pour traiter de manière efficace et systéma-
tique les larges volumes de données disponibles, selon une méthodologie rigoureuse.

Les données génomiques suivent en général bien ce paradigme parce qu’elles ont une
résolution très élevée (à la base près), sont très fiables (beaucoup de séquences de génomes
contiennent moins d’une erreur toutes les 10000 bases), très abondantes (plus de 100 gé-
nomes eucaryotes séquencés, plus de 1000 procaryotes), et centralisées dans des bases de
données publiques. Le génome fournit aussi des points d’entrées fondamentaux vers les
propriétés fonctionnelles des organismes, comme la présence ou l’absence de gènes, l’ex-
pansion ou la régression des familles de gènes, la topologie des éléments cis-régulateurs,
qui en retour nous informent sur la vraisemblance de certaines voies métaboliques ou
de développement qui peuvent exister dans un organisme, et l’importance des fonctions
spécifiques à chaque espèce. Les génomes représentent ainsi la fondation sur laquelle de
nombreuses avancées peuvent être faites, et accéder à ces informations dans un génome
ancestral fournit un large spectre de ces propriétés.

D’un point de vue plus pratique, compte tenu de la quantité astronomique de données
génomiques apportées à la communauté, dont le rythme, vraisemblablement, s’accélè-
rera encore dans les prochaines années, il est critique de garder un degré d’organisation
substantiel pour la distribution et la présentation des données. Les résultats de recons-
tructions de génomes ancestraux permettront de lier naturellement les séquences et les
annotations des espèces modernes entre elles, et avec celles des espèces ancestrales, dans
le sens de l’évolution, en suivant la phylogénie des espèces. Les génomes ancestraux ser-
viront de points de référence unique pour comparer des génomes descendants, ce qui faci-
litera grandement l’identification de propriétés génomiques ancestrales, et donc les gains
ou pertes lignées-spécifiques. Réciproquement, les résultats qui continueront à être obte-
nus avec les différents organismes modèles les enrichiront en retour. Pour résumer, les
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4 CHAPITRE 1. PRÉAMBULE

génomes ancestraux représentent les fondations qui nous aideront à déchiffrer les diffé-
rentes composantes moléculaires contribuant à l’évolution des espèces, et qui ont mené à
une telle variété d’espèces et de systèmes biologiques.

Le but de cette thèse et de mettre au point les outils capables de reconstruire les
ancêtres successifs dans plusieurs lignées, fournissant ainsi pour la première fois une
vue dynamique de l’évolution des génomes. Tout comme les points temporels dans une
expérience sont cruciaux pour comprendre la dynamique ou la physique d’un processus
biologique, les génomes ancestraux représentent ces fameux points de mesure, au cours
d’une expérience qui dure des millions d’années.

1.2 Résumé de la thèse

Ce travail de thèse décrit une nouvelle méthode, appelée AGORA (Algorithms for Gene

Order Reconstruction in Ancestors), pour reconstruire de manière automatique et systé-
matique l’ordre des gènes et les caryotypes de toutes les espèces ancestrales dans une
phylogénie donnée. AGORA est capable de gérer les duplications de gènes, les délétions,
et les gains, et interprète de manière réaliste des phylogénies complexes de gènes. Nous
avons appliqué la méthode chez les vertébrés (en utilisant huit espèces outgroups supplé-
mentaires) pour reconstruire des ordres de gènes ancestraux dans 43 génomes ancestraux
à partir de 54 espèces modernes séquencées et annotées. Les performances d’AGORA ont
été mesurées par des simulations de génomes de vertébrés, et par confrontation à des
génomes ancestraux déjà connus. Les données, présentées graphiquement dans un ser-
veur web nommé Genomicus [Muffato et al., 2010] fournissent une nouvelle ressource
pour l’étude de l’évolution des génomes dans un cadre dynamique. Les données couvrent
près de 600 millions d’années d’évolution, et sont disponibles pour de nombreuses études
biologiques comme l’évolution des gènes, ou les réarrangements dans les génomes.

1.3 Plan de la thèse

Le manuscrit est organisé en cinq parties. La première partie présente l’état de l’art
dans le domaine de la reconstruction des génomes ancestraux, en décrivant les différentes
techniques existantes, leurs avantages et leurs limites. La partie se clôt par la description
des génomes de trois espèces ancestrales, que nous chercherons à reconstruire de manière
automatisée et intégrée dans un pipeline commun.

Les deux parties suivantes présentent l’ensemble des outils développés au cours de
la thèse. Tout d’abord, la Partie II décrit succinctement des méthodes génériques en vue
de leur réutilisation à plusieurs endroits du processus de reconstruction (voyageur de
commerce, clustering, calcul d’une moyenne sur un arbre).

La majeure partie du travail de la thèse, la description des méthodes AGORA pour la
reconstruction de génomes, est concentré dans la Partie III. AGORA assemble graduelle-
ment les données issues de la comparaison des génomes, en partant des gènes comme le
plus petit dénominateur commun des génomes. Des arbres phylogénétiques définissent le
contenu en gènes des espèces ancestrales, et les liens d’homologie qui permettent, dans
l’étape suivante, de comparer les différents génomes modernes. Par parcimonie, la conser-
vation de l’ordre des gènes entre deux espèces est assignée à leur dernier ancêtre commun.
Les algorithmes décrits dans les chapitres suivants permettent de combiner ces données
(à différentes échelles allant de la paire de gènes au chromosome entier) en éliminant
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les incohérences, inhérentes à des données biologiques. Un chapitre sera consacré à la
description des méthodes tirant bénéfice d’un événement particulier des génomes : les
duplications complètes.

La Partie IV détaille le paramétrage du processus de reconstruction, et sa validation.
Une fois introduit un protocole de simulation qui permettra de mesurer quantitativement
(et empiriquement) les performances d’AGORA, nous l’utilisons pour valider AGORA

En particulier, nous montrons comment dépasser les limites des données et les pro-
blèmes qu’elles imposent pour offrir, au final, une qualité de reconstruction encore plus
élevée. AGORA est en plus validé par le protocole de simulation que nous avons mis en
place : des performances équivalentes aux autres méthodes de reconstruction sur des jeux
de données limités, et très satisfaisantes pour le jeu de données complet, réel, que seul
AGORA est capable d’interpréter. Les résultats des reconstructions AGORA concordent
avec les résultats déjà connus, ce qui valident, là encore, l’ensemble du pipeline. La partie
conclut sur le serveur web, Genomicus 1, que nous avons mis en place pour mettre à dis-
position de la communauté l’ensemble des reconstructions. Ce serveur est en ligne depuis
près de deux ans et permet à de nombreuses équipes de comparer et étudier les génomes
dans le sens de l’évolution.

Pour finir, la Partie V conclut la thèse en discutant des avantages et des limites
d’AGORA, et surtout de quelques analyses désormais disponibles, grâce aux données des
génomes ancestraux.

1.4 Publications liées à la thèse

Cette thèse a donné lieu aux publications suivantes, publiées, à paraître, ou en prépa-
ration.

Le domaine de la reconstruction des génomes ancestraux (état de l’art, avancées et
concordance des méthodes) a été décrit dans un article de revue :

– Muffato et Crollius [2008] Matthieu Muffato and Hugues Roest Crollius. Paleoge-
nomics in vertebrates, or the recovery of lost genomes from the mist of
time. BioEssays, 30(2) :122–134, Feb 2008. doi: 10.1002/bies.20707.

Le serveur et la base de données Genomicus (chapitre 15) ont été publiés dans une
note d’application :

– Muffato et al. [2010] Matthieu Muffato, Alexandra Louis, Charles-Edouard Poisnel
& Hugues Roest Crollius. Genomicus : a database and a browser to study gene
synteny in modern and ancestral genomes. Bioinformatics, 26(8) :1119–1121,
Apr 2010. doi: 10.1093/bioinformatics/btq079.

La méthode de reconstruction en elle-même (AGORA) et les analyses qui en découle-
ront feront l’objet de trois articles.

– Matthieu Muffato & Hugues Roest Crollius. Simulation of the evolution of gene
content & order. Note d’application soumise à Bioinformatics (équivalente au cha-
pitre 12 de ce manuscrit).

– Matthieu Muffato, Alexandra Louis & Hugues Roest Crollius. Automatic Recons-
truction of Gene Order in Multiple Ancestral Vertebrate Genomes. Article
en cours de rédaction (équivalent à la Partie III de ce manuscrit).

– Matthieu Muffato, Alexandra Louis & Hugues Roest Crollius. Genome-wide and
Phylum-wide Framework for the Analysis of Vertebrates Evolution. Article

1. http://www.dyogen.ens.fr/genomicus/
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en préparation (titre provisoire) qui présentera les analyses rendues possibles par
les génomes ancestraux (chapitre 17).

Les techniques de comparaison de génomes utilisées dans le cadre de cette thèse ont
servi dans le cadre du projet international d’analyse du génome d’Oikopleura dioica. Ce
travail ne traitant pas de reconstructions ancestrales, il ne sera pas abordé dans le ma-
nuscrit.

– Denoeud et al. [2010] France Denoeud, Simon Henriet, Sutada Mungpakdee, Jean-
Marc Aury, Corinne Da Silva, Henner Brinkmann, Jana Mikhaleva, Lisbeth Char-
lotte Olsen, Claire Jubin, Cristian Cañestro, Jean-Marie Bouquet, Gemma Danks,
Julie Poulain, Coen Campsteijn, Marcin Adamski, Ismael Cross, Fekadu Yade-
tie, Matthieu Muffato, Alexandra Louis, Stephen Butcher, Georgia Tsagkogeorga,
Sarabdeep Singh Anke Konrad, Marit Flo Jensen, Evelyne Huynh Cong, Helen
Eikeseth-Otteraa, Benjamin Noel, Véronique Anthouard, Betina M. Porcel, Rym
Kachouri-Lafond, Atsuo Nishino, Matteo Ugolini, Pascal Chourrout, Hiroki Ni-
shida, Rein Aasland, Snehalata Huzurbazar, Eric Westhof, Frédéric Delsuc, Hans
Lehrach, Richard Reinhardt, Jean Weissenbach, Scott W. Roy, François Artigue-
nave, John H. Postlethwait, J. Robert Manak, Eric M. Thompson, Olivier Jaillon,
Louis Du Pasquier, Pierre Boudinot, David A. Liberles, Jean-Nicolas Volff, Hervé
Philippe, Boris Lenhard, Hugues Roest Crollius, Patrick Wincker & Daniel Chour-
rout. Plasticity of animal genome architecture unmasked by rapid evolu-
tion of a pelagic tunicate. Science, Nov 2010. doi: 10.1126/science.1194167.
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Le problème de la reconstruction de génomes ancestraux a été adressé selon une
gamme d’approches assez différentes, allant de l’optimisation combinatoire à des ap-
proches de cytogénétique en passant par des méthodes basées sur les conservations d’ad-
jacences. La résolution des résultats varie selon les méthodes et va de la reconstruction
du caryotype à celle d’un ordre de marqueurs (gènes, blocs de séquence conservée), et
atteignent éventuellement la reconstruction de la séquence complète d’ADN. Chez les
vertébrés, les reconstructions se sont concentrées sur Boreoeutheria (le dernier ancêtre
commun des primates, des rongeurs et des carnivores) compte tenu de sa position avanta-
geuse dans la phylogénie des espèces. Les duplications complètes de génomes fournissent
également un formidable levier pour reconstruire le caryotype d’un ancêtre situé juste
avant la duplication, et ces méthodes ont été appliquées avec succès chez les poissons, les
vertébrés et les levures. Ce chapitre est consacré à la description des principes de toutes
ces méthodes, tandis que leurs résultats en eux-mêmes seront évoqués dans le chapitre
suivant.

La notion de synténie et son éventuelle conservation entre plusieurs espèces est cru-
ciale pour les descriptions suivantes. Deux gènes d’une espèce donnée sont synténiques
s’ils sont situés sur le même chromosome. Cette synténie est conservée si dans une se-
conde espèce, leurs orthologues sont aussi situés sur un même chromosome. Si des gènes
synténiques sont contigus et que leurs orthologues le sont aussi dans un autre génome
(c’est-à-dire dans le même ordre), alors les gènes sont dans un état de synténie conservée

7
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et d’ordre conservé. Le langage courant utilise néanmoins le terme de «segment de syn-
ténie» pour désigner un bloc de gènes dont l’ordre est conservé entre deux espèces. Entre
deux espèces, la synténie et l’ordre des gènes sont presque complètement conservés au
moment de leur spéciation d’un ancêtre commun, et se dégradent progressivement au gré
de l’évolution et des réarrangements du génome.

2.1 Cytogénétique

Les premières expériences de génomique comparative datent de plus de 30 ans, et
ont ouvert la possibilité de comparer les chromosomes (morphologie et bandes chromoso-
miques) à partir de cellules en métaphase. Ces techniques ont fourni les premières don-
nées pour permettre de déterminer les réarrangements ancestraux de chromosomes chez
les vertébrés [Rumpler et Dutrillaux, 1976, Yunis et Prakash, 1982]. Plus récemment,
des expériences d’hybridation fluorescente in-situ (FISH : fluorescence in situ hybridi-

sation) entre espèces ont été développées et ont permis d’améliorer fortement la préci-
sion et la portée de ces approches. Dans une expérience typique, l’ADN d’un chromosome
donné d’une espèce de référence (souvent l’homme) est purifié, marqué par fluorescence,
découpé, puis hybridé sur tous les chromosomes d’une autre espèce, cible. Il est même
possible d’étudier la répartition de plusieurs chromosomes de l’espèce référence à la fois
en utilisant plusieurs types de marqueurs fluorescents. Cette technique s’appelle Chro-

mosome painting ou encore Zoo-FISH [Scherthan et al., 1994, Wienberg et al., 1990].
L’analyse des images au microscope (Figure 2.1) permet de découvrir des différences chro-
mosomiques de grande échelle (de l’ordre du mégabase), comme les fusions, les fissions,
ou les translocations d’une grande région. En revanche, les translocations de petites ré-
gions ne sont pas détectables, et les inversions (intra-chromosomique) sont, par principe
de l’expérience, impossibles à repérer.

A : B : C :

FIGURE 2.1 – Exemples d’études de cytogénétique (hybridation) tirés de Svartman et al.

[2006]. Dans chaque expérience, deux chromosomes humains sont hybridés simultané-
ment. A : Les chromosomes 13 et 18 humains sont chacun d’un seul tenant chez le tatou
à neuf bandes, Dasypus novemcinctus, ce qui laisse supposer que c’était aussi le cas chez
leur dernier ancêtre commun. B : Les chromosomes humains 2 et 6 sont fragmentés en
deux morceaux chacun dans le génome du fourmilier à collier, Tamandua tetradactyla, ce
qui révèle des réarrangements ancestraux de translocations, fusions ou fissions. C : Les
chromosomes humains 3 et 21 s’hybrident sur le même chromosome du paresseux d’Hoff-
mann, Choleopus Hoffmanii, ce qui peut signifier une association ancestrale 3/21. Pour B
et C, il faudra une troisième espèce pour décider de la configuration ancestrale.

Classiquement, les expériences révèlent le nombre de segments chromosomiques de
l’espèce cible qui correspondent à un chromosome (entier) de l’espèce de référence. Si ce
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nombre est 1, alors l’ancêtre commun de ces deux espèces devait certainement posséder
ce chromosome d’un seul tenant (Figure 2.1.A). En revanche, si ce nombre est 2 ou plus
(Figure 2.1.B), alors, il est nécessaire d’utiliser les données de comparaisons avec d’autres
espèces (éventuellement des outgroups) pour décider quel état est ancestral (la version
contiguë de l’espèce de référence ou la version fragmentée de l’espèce cible). Ensuite (Fi-
gure 2.2), on peut étudier des associations de chromosomes de l’espèce de référence dans
l’espèce cible. Selon le même principe, si deux chromosomes de l’espèce de référence s’hy-
brident sur des chromosomes différents, alors ils devaient certainement être sur des chro-
mosomes différents chez l’ancêtre. Si, au contraire, ils s’hybrident sur le même chromo-
some de l’espèce cible (Figure 2.1.C), alors, il est nécessaire d’utiliser d’autres données de
comparaisons pour décider de l’état ancestral et de la position temporelle d’un réarrange-
ment de translocation (voire une fusion ou une fission).

Le raisonnement sous-jacent pour déduire les réarrangements et l’état ancestral suit
en général les principes de la cladistique [Dobigny et al., 2004], et les décisions prises pour
définir un caractère comme ancestral sont basées sur la parcimonie. Dans la plupart des
cas, les données sont analysées à la main (les nombres d’espèces et de réarrangements
impliqués sont généralement limités), mais certaines situations, rares, avec des données
en grande quantité ou complexes, demandent une analyse informatique : le logiciel PAUP

est alors utilisé [Müller et al., 2003].
Le Zoo-FISH est extrêmement puissant car virtuellement, n’importe quelle espèce

peut être étudiée, sans demander de technologie particulière (tel le séquençage) : la seule
ressource nécessaire est un échantillon de tissu à partir duquel on peut faire évoluer des
lignées cellulaires. Ces analyses ont cependant une limite physico-chimique due à la capa-
cité des molécules d’ADN à s’hybrider. Deux espèces trop éloignées phylogénétiquement
ont en général une trop grande divergence moléculaire de leurs chromosomes (mutations,
insertions, délétions) et ne peuvent être comparées par cette technique. Ainsi, chez les
mammifères, il est possible de comparer les euthériens (mammifères placentaires) entre
eux (environ 100 millions d’années de divergence), mais difficilement les euthériens aux
métathériens (marsupiaux), sauf pour le cas, unique, du chromosome X [Glas et al., 1999,
Wienberg, 2004].

La première reconstruction d’un caryotype ancestral en utilisant des données cyto-
génétiques était fondée sur du Zoo-FISH entre l’homme et sept espèces de mammifères
[Chowdhary et al., 1998]. Depuis lors, les résultats de nombreuses études ont permis de
retrouver l’organisation ancestrale des chromosomes dans différents ancêtres, en s’atta-
chant particulièrement aux quatre clades de mammifères placentaires [Richard et al.,
2003, Yang et al., 2003, Froenicke, 2005, Yang et al., 2006, Ferguson-Smith et Trifonov,
2007, Stanyon et al., 2008, Westerman et al., 2010]. La base de données ChromHome 1

[Nagarajan et al., 2008] recense une partie des résultats des comparaisons cytogénétiques
entre espèces de mammifères. On peut toutefois rappeler la possibilité d’études cytogéné-
tiques en dehors des mammifères, comme Schneider et al. [2009] chez des espèces de
scorpions, à condition que les génomes n’aient pas encore trop divergé.

Le E-Painting [Kemkemer et al., 2006, 2009] est une méthode hybride entre les ma-
nipulations de cytogénétique et les données issues du séquençage des génomes. Les mar-
queurs conservés (typiquement des paires de gènes orthologues) permettent de simuler
l’hybridation de sondes, et ainsi de comparer deux génomes. Il est donc possible, en appli-
quant les mêmes principes, d’atteindre une résolution jamais atteinte jusqu’alors. Cepen-
dant, le risque d’erreur est fortement accru car le nombre d’espèces séquencées (et donc

1. http://www.chromhome.org
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FIGURE 2.2 – Exemples d’études de cytogénétique (études d’associations ancestrales) tiré
de Ferguson-Smith et Trifonov [2007]. Le tableau (tronqué) recense les associations de
chromosomes humains vues dans 14 espèces de mammifères. On peut en déduire les ré-
arrangements (fusions, translocations) qui ont marqué l’évolution des génomes des mam-
mifères et les placer sur les branches de l’arbre phylogénétique.
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FIGURE 2.3 – Exemple de E-painting d’après Kemkemer et al. [2009]. Les gènes ortho-
logues entre l’homme et six autres amniotes permettent de définir des blocs de synténie,
de la même manière que la cytogénétique, mais avec une précision supplémentaire : la
localisation sur le chromosome humain. Ainsi, on peut connaître précisément les régions
du chromosome 1 humain qui se retrouvent sur le chromosome 4 de l’opossum, chose
impossible en cytogénétique.

comparées) n’est pas aussi important que pour la cytogénétique «classique». Les branches
espèce-spécifiques sont donc beaucoup plus longues, ce qui augmente la chance que les
mêmes réarrangements aient eu lieu sur des lignées indépendantes (homoplasie), et les
erreurs de reconstructions. Malgré ceci, les reconstructions les plus récentes [Kemkemer
et al., 2009] concordent nettement avec les prédictions de la cytogénétique.

2.2 Analyse des points de cassure

Alors que la cytogénétique permet d’analyser de nombreuses espèces à une (relative-
ment) faible résolution, le séquençage des génomes a permis d’atteindre une précision
inégalée sur (relativement) peu de génomes. Comparées aux méthodes de cytogénétique,
les avantages des méthodes basées sur la séquence outrepassent les contraintes actuelles
imposées par un échantillonnage limité des espèces : la possibilité de viser des niveaux
différents de précision de reconstruction comme le caryotype, l’ordre des gènes (et ainsi
résoudre les inversions intra-chromosomiques, indétectables en cytogénétique) et la sé-
quence génomique.

Les séquences des génomes peuvent être converties assez intuitivement en ensembles
d’objets discrets (des nucléotides, des gènes, des segments d’homologie). Dans ce domaine,
les génomes sont fréquemment représentés sous la forme de permutations : un arran-
gement linéaire de nombre entiers représentant la position de ces objets dans le gé-
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nome. Éventuellement, la permutation peut être signée pour refléter l’orientation des
marqueurs (par exemple le sens de transcription des gènes), ce qui permet de manipuler
un objet plus proche de la structure biologique sous-jacente.

Une analyse computationnelle compare alors les génomes modernes écrits selon ces
principes pour calculer le génome ancestral. Parce que basé sur les séquences des génomes
modernes, le génome ancestral possède alors des liens vers des séquences (nucléiques
ou protéiques, selon les études), ce qui pose les fondements de la reconstruction de la
séquence ancestrale.

Lorsque les génomes sont représentés sous forme de permutation, un défi classique
est de trouver l’ordre optimal de réarrangements qui transforme un génome en un autre,
et le nombre de tels événements est appelé une «distance». Cela correspond directement
au problème de la reconstruction de génomes ancestraux, car l’ancêtre commun de deux
génomes se situe quelque part sur le chemin (en termes de réarrangements) menant de
l’un à l’autre.

Pour énumérer la liste des événements qui transforment un génome en un autre, la
plupart des algorithmes identifient des points de cassure (breakpoints). Chaque point de
cassure correspond à une paire de marqueurs voisins dans un génome, mais pas dans un
autre (car séparés par un ou plusieurs marqueurs, ou présents sur des chromosomes dif-
férents). Les points de cassure symbolisent les frontières entre les segments de synténie
créés par les réarrangements.

2.2.1 Optimisation combinatoire

Le problème de trouver la suite optimale de réarrangements pour transformer un
génome en un autre a en premier été abordé avec les génomes composés d’un seul chro-
mosome et a été appelé le problème du «tri par inversions» (reversal sorting problem),
parce que seules les inversions y étaient alors autorisées. Ce sujet a été intensivement
étudié au cours de la dernière décennie, et maintenant, la séquence complète des inver-
sions peut être récupérée en une complexité 2 sub-quadratique [Tannier et al., 2007] alors
que le nombre d’inversions (reversal distance) est plus rapide à calculer (complexité li-
néaire, Bader et al. [2001]). Ces algorithmes ont ensuite été étendus pour gérer les gé-
nomes composés de plusieurs chromosomes et les réarrangements inter-chromosomiques
(le problème du «tri génomique», genomic sorting problem). Là encore, une solution de
complexité raisonnable (sub-quadratique) est disponible [Ozery-Flato et Shamir, 2006].

Ces développements sont restés essentiellement théoriques et peu d’applications pra-
tiques à la reconstruction de génomes à grande échelle ont été disponibles jusqu’à leur
implémentation dans les logiciels GRIMM et MGR (section suivante).

Il faut rajouter que ces analyses sont en passe d’être révolues par la notion de Double

Cut and Join (DCJ) [Yancopoulos et al., 2005]. Un DCJ désigne une opération générique
d’édition d’un génome au cours de laquelle deux paires de marqueurs sont séparées et
croisées. Là où les analyses classiques considéraient les inversions et les translocations
comme deux réarrangements différents à modéliser simultanément, et les fusions et fis-
sions de chromosomes comme des cas particuliers de translocation, le DCJ permet de
modéliser les quatre à la fois, naturellement, comme quatre variantes de la même opé-
ration. La formulation des problèmes (distance et séquence optimale de réarrangements

2. La complexité d’un problème est une estimation (une borne supérieure, ou un équivalent) de la durée
ou de l’espace mémoire nécessaire à sa résolution. On la note O( f (n)) où f (n) est une fonction de n, la taille
des données.
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entre deux génomes) est nécessairement modifiée, mais, de fait, plus simple, et ceux-ci
sont désormais de complexités linéaires. La nouveauté qui nourrit le plus d’espoir est la
possibilité de tenir compte du contenu en gènes différents entre les génomes (pertes spé-
cifiques de gènes, et duplications) [Yancopoulos et Friedberg, 2009]. Cela permettrait de
faire enfin concorder l’évolution des génomes avec l’analyse combinatoire des réarrange-
ments.

2.2.2 GRIMM – MGR – GRIMM-Synteny

GRIMM (Genome Rearrangements In Man and Mouse) contient une implémentation
efficace des algorithmes de comparaison de deux génomes (en autorisant plusieurs chro-
mosomes, avec des inversions, des translocations, des fusions et des fissions), disponible
sur un serveur en ligne [Tesler, 2002]. GRIMM permet de trouver le scénario optimal (en
termes de réarrangements) pour transformer un génome en un autre. Cependant, il n’est
pas capable de définir le génome du dernier ancêtre commun, qui va se retrouver, en prin-
cipe, quelque part entre les deux. Cette tâche demande en effet le génome d’une espèce
outgroup, qui a divergé avant l’ancêtre que l’on cherche à reconstruire (ce qui équivaut
à la recherche de la racine d’un arbre phylogénétique), et est implémentée dans MGR

[Bourque et Pevzner, 2002].
Pour trois génomes, MGR sélectionne les réarrangements qui permettent à un génome

de se rapprocher des deux autres à la fois et les applique. Au fur et à mesure, l’algorithme
fait converger les trois génomes vers un même génome : le génome «médian», le génome
de l’ancêtre commun des deux espèces les plus proches. Pour plus de trois génomes, l’algo-
rithme fonctionne sur le même principe en calculant les «bons» réarrangements (ceux qui
font se rapprocher un génome à tous les autres à la fois). Appliqué sur les deux génomes
les plus proches (en nombre de réarrangements), ceci permet de les transformer en un
génome, celui de leur dernier ancêtre commun, et de diminuer de 1 le nombre total de
génomes. MGR continue de la sorte jusqu’à avoir reconstruit tous les ancêtres communs
des espèces qu’il avait à analyser. Par ce processus, MGR fournit également un arbre phy-
logénétique de ces espèces établi sur des distances en nombre de réarrangements. MGR

est donc capable d’analyser des nouveaux génomes, sans connaître leur phylogénie.
Même pour trois génomes, ce problème est NP-difficile [Caprara, 1999] (y compris

dans la formulation DCJ), ce qui signifie que l’algorithme ne peut pas tester toutes les
combinaisons de bons réarrangements possibles, et est amené, via des heuristiques, à
faire des choix. En particulier, même si chaque étape intermédiaire (chaque bon réarran-
gement) est parcimonieuse, le résultat final n’est pas nécessairement la solution optimale.
De plus, les auteurs montrent que souvent, l’algorithme fournit de nombreuses solutions,
équivalentes entre elles (en nombre de réarrangements), et ne sait en choisir une.

Malheureusement, les résultats de MGR peuvent être perturbés par la présence de
nombreux réarrangements de petite échelle [Carver et Stubbs, 1997, Puttagunta et al.,
2000], qui peuvent correspondre soit à de véritables événements, soit à des artefacts
d’annotation ou d’assemblage. GRIMM-Synteny [Pevzner et Tesler, 2003b] est un algo-
rithme qui aide à la définition de blocs de synténie (qui peuvent servir de marqueurs
pour GRIMM et MGR). Pour ceci, le programme demande un ensemble de marqueurs
supposés de très bonne qualité (des ancres) qui vont être filtrés en éliminant les ancres
trop petites, ou trop éloignées de leurs voisines (les ancres problématiques, créées par des
micro-réarrangements ou des artefacts, sont en effet généralement isolées). Les ancres
restantes peuvent alors servir de marqueurs pour MGR, ce qui permet d’améliorer signi-



14 CHAPITRE 2. ÉTAT DE L’ART DES MÉTHODES DE RECONSTRUCTION

ficativement la qualité des reconstructions. Le trio GRIMM-Synteny – GRIMM – MGR

définit une chaine de programmes qui permet efficacement de calculer un génome ances-
tral optimal, sur des données réelles de génomes séquencés.

MGR a d’abord été appliqué à des génomes mitochondriaux et aux virus de l’herpès
[Bourque et Pevzner, 2002] avant d’être utilisé avec des génomes de mammifères. Comme
sa puissance est équivalente à celle des marqueurs utilisés pour décrire les génomes mo-
dernes, MGR a au fil du temps été utilisé avec un nombre croissant de marqueurs et
d’espèces de mammifères. MGR a d’abord été utilisé avec 114 marqueurs sur 3 espèces
(l’homme, la souris, et le chat, Bourque et Pevzner [2002]), puis avec 391 marqueurs sur
3 espèces (l’homme, la souris et le rat Bourque et al. [2004]), 586 marqueurs sur 4 espèces
(en rajoutant le poulet comme outgroup Bourque et al. [2005], Consortium [2004]), et en-
fin sur 1159 marqueurs sur 8 espèces (homme, souris, rat, chien, chat, taureau, et cochon,
Murphy et al. [2005]). Ces différentes reconstructions sont parfois très différentes entre
elles, ce qui reflète la part de variations dues à l’utilisation d’un nombre limité d’espèces,

FIGURE 2.4 – Résultats de MGR dans Murphy et al. [2005]. L’étude porte sur 1159 mar-
queurs identifiés entre 8 espèces de mammifères (homme, souris, rat, chien, chat, tau-
reau, et cochon). Les caryotypes reconstruits présentent des différences flagrantes avec
les autres reconstructions, en particulier celles basées sur la cytogénétique (fusions des
chromosomes humains 2 et 18, ou 1 et 22).
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mais aussi les faiblesses des heuristiques.
MGR a depuis quelques concurrents comme, en particulier, EMRAE [Zhao et Bourque,

2009], et MGRA [Alekseyev et Pevzner, 2009]. EMRAE a pour but de retrouver les réar-
rangements avec une très haute spécificité, sans prédire le génome ancestral. Les auteurs
affirment atteindre une spécificité de ≈85% quand MGR stagne à ≈45%, avec une sensi-
bilité équivalente. De son côté, MGRA traite les données beaucoup plus efficacement que
MGR, et limite le recours aux heuristiques, ce qui le rend plus efficace pour des génomes
composés de plus de marqueurs.

2.3 Analyse des adjacences

Toujours dans la veine de la représentation d’un génome selon un ensemble d’objets
discrets, deux méthodes abordent le problème de la reconstruction de génome ancestral
sous un autre angle. Au lieu de raisonner sur les pertes d’adjacence (les points de cas-
sure), ces méthodes repèrent et interprètent la conservation d’adjacence. Parce que toutes
les adjacences ancestrales ne se retrouvent plus toujours dans les génomes modernes, le
résultat de la reconstruction ne sera pas toujours un ensemble de chromosomes entiers,
mais plutôt un ensemble de fragments de chromosomes. Ces fragments sont communé-
ment appelés CARs (Contiguous Ancestral Regions). De plus, ces méthodes reconstruisent
directement le génome ancestral, en ne prédisant ni la suite de réarrangements qui les
mènent aux génomes modernes, ni les génomes ancestraux intermédiaires (bien que ceux-
ci puissent être inférés a posteriori). Les deux analyses bio-informatiques présentées ci-
dessous sont les premières à montrer une grande concordance avec les résultats de la
cytogénétique (pour la reconstruction de Boreoeutheria).

2.3.1 Ma et al., 2006

Tout d’abord, la méthode inferCARs [Ma et al., 2006] utilise un alignement multiple de
plusieurs espèces modernes. Ces alignements multiples définissent des blocs d’orthologie
entre les génomes modernes, exempts de réarrangements de grande échelle. Les blocs sont
traités selon un paramètre de résolution t : les blocs de taille inférieure à t sont supprimés,
et la présence d’une insertion ou d’une délétion de taille supérieure à t dans un bloc
coupe le bloc en deux. Les blocs sont ensuite fusionnés s’ils sont adjacents dans tous les
génomes modernes. Le résultat est un ensemble de segments conservés entre les génomes
modernes (maximaux car chaque extrémité est le théâtre au moins d’un réarrangement
dans un génome moderne), définis à une résolution t, et représentent l’unité minimale de
la reconstruction.

Les génomes modernes sont alors résumés à la séquence de ces segments conservés,
ce qui permet de définir des adjacences modernes. inferCARs utilise le principe de par-
cimonie Fitch [1971], Hartigan [1973] pour faire remonter à un ancêtre cible l’informa-
tion d’adjacence de ces segments, en suivant la phylogénie (supposée connue) des espèces
entre elles. En cas d’ambiguïté (un segment ayant deux voisins possibles à une de ses
extrémités), inferCARs calcule une probabilité d’adjacence ancestrale en fonction des es-
pèces modernes qui valident l’adjacence, en tenant compte de la phylogénie des espèces.
Les adjacences sont fixées chez l’ancêtre en fonction de cette probabilité, en favorisant les
adjacences universelles (vues par toutes les espèces), puis les plus probables.

Dans l’article, la méthode a été appliquée chez les mammifères (homme, souris, rat, et
chien) avec deux espèces outgroups (opossum et poulet), pour reconstruire le génome de
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l’ancêtre Boreoeutheria avec les alignements multiples disponibles sur l’UCSC traités à
une résolution t = 50 kb. 1338 segments conservés (chacun équivalent à six segments de
chromosomes, un de chaque espèce moderne) ont été ainsi définis et représentent 94,31%
du génome humain. Le résultat est un ensemble de 29 CARs, presque équivalents aux
chromosomes de Boreoeutheria définis par la cytogénétique.

2.3.2 Chauve et Tannier, 2008

Dans l’autre analyse, les données proviennent là encore d’un alignement multiple des
espèces modernes, avec un filtre sur les blocs d’orthologie qui y sont définis. Les blocs sont
regroupés lorsqu’ils sont séparés de moins de max_gap, et les ensembles ainsi formés qui
recouvrent au moins min_len de chaque génome définissent le jeu de marqueurs utilisé
dans les reconstructions.

La méthode de reconstruction utilise la résolution du «problème des 1 consécutifs».
Il s’agit, dans une matrice de 0 et de 1, d’ordonner les colonnes pour que sur chaque
ligne, les 1 soient consécutifs. Dans le cas général, il n’existe pas toujours de solution à ce
problème, et il faut donc supprimer le moins de lignes possibles pour rendre le problème
soluble (ce qui est NP-difficile). Le résultat a une structure d’arbre PQ (un arbre dont
tous les nœuds internes sont étiquetés par un P ou un Q). L’étiquette Q fixe l’ordre de ses
fils entre eux, mais autorise à les parcourir dans un sens ou dans l’autre. Cette étiquette
sert pour désigner des chromosomes (l’ordre de parcours d’un chromosome est en effet

FIGURE 2.5 – Résultats d’études des analyses des adjacences. Chaque CAR désigne un
(segment de) chromosome ancestral. Dans Ma et al. [2006] (à gauche), plusieurs CARs
sont mis sur la même ligne quand les auteurs estiment qu’ils représentent le même
chromosome ancestral. La ligne oblique indique la position sur le génome humain. Dans
Chauve et Tannier [2008] (à droite), les encadrés montrent les étiquettes P de l’arbre de
la solution, c’est-à-dire les zones dans lesquelles l’ordre n’est pas connu.
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arbitraire) et pour des segments de chromosomes. L’étiquette P indique que l’ordre des
fils n’est pas connu, et que n’importe quelle permutation est possible. Par exemple, si on
sait qu’un chromosome est composé de deux segments (d’ordre interne connu), mais que
l’ordre et l’orientation des segments entre eux ne sont pas connus, on pourra désigner
ce chromosome par une étiquette P ayant deux fils d’étiquette Q. La structure d’arbre
PQ est nécessaire pour décrire les différentes solutions (équivalentes) qui résultent de
l’optimisation des 1 consécutifs.

Pour la reconstruction, les colonnes de la matrice désigneront les marqueurs, et
chaque ligne correspondra à une adjacence conservée entre deux espèces modernes, ou
à un «intervalle commun», c’est-à-dire un ensemble de marqueurs contigus dans deux
génomes, mais sans conservation d’ordre. Comme dans Ma et al. [2006], chaque ligne (ad-
jacence conservée ou intervalle commun) est associée à une probabilité ancestrale qui in-
dique la conservation à travers plusieurs espèces, et qui permet de guider la suppression
des lignes ambiguës (les lignes qui empêchent de résoudre le problème des 1 consécutifs).
Les auteurs ont utilisé min_len=200kb et max_gap=100kb, ce qui définit 824 marqueurs,
1431 synténies ancestrales (lignes dans la matrice) dont seulement 14 doivent être élimi-
nées pour permettre une résolution. Le résultat est un ensemble de 26 CARs, là encore,
presque équivalents aux chromosomes de Boreoeutheria. De plus, les auteurs montrent
en particulier la stabilité de leur approche selon les données (en faisant varier les para-
mètres min_len et max_gap).

2.4 Duplications complètes de génomes

Toutes les méthodes décrites ci-dessus nécessitent des correspondances un-à-un entre
les génomes comparés pour identifier le contenu de leurs ancêtres communs, et ne savent
tenir compte des duplications car celles-ci compliquent généralement le processus de re-
construction. La duplication complète d’un génome, aussi appelée tetraploïdisation, est
un mécanisme assez courant d’évolution chez les plantes, moins chez les vertébrés, au
cours duquel le contenu en chromosomes d’une espèce est doublé. Elle permet, de ma-
nière inattendue, de reconstruire relativement facilement des génomes ancestraux, mais
uniquement celui qui précède immédiatement la duplication, ou celui qui la suit immé-
diatement.

2.4.1 Présentation

Chez les vertébrés, de nombreuses espèces modernes ont subi des polyploïdisations
[Otto et Whitton, 2000] en plus de celle, bien documentée, qui a précédé la radiation des
téléostes [Jaillon et al., 2004]. Le principe qui est exploité pour reconstruire le génome
pré-duplication est simple : si les chromosomes dupliqués peuvent être reconnus et appa-
riés (éventuellement des fragments de chromosomes), alors ils désignent naturellement le
contenu pré-duplication. Évidemment, plus une duplication est ancienne, plus le génome
ancestral aura de l’intérêt, mais plus la reconstruction sera rendue difficile par les réar-
rangements chromosomiques, qui ont lentement remodelé le caryotype et effacé les traces
de la polyploïdisation. La première étude, à l’échelle d’un génome complet, des effets d’une
duplication complète chez les eucaryotes a été conduite chez les levures [Wolfe et Shields,
1997] et a montré que le réarrangement le plus important dans les génomes dupliqués
était une perte massive de gènes qui ramenait progressivement le nombre de gènes au
nombre initial (avant la duplication), processus appelé diploïdisation [Otto et Whitton,
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FIGURE 2.7 – Répartition dans le génome du tétraodon des ohnologues dus à la duplica-
tion complète de génome des poissons téléostéens, d’après Jaillon et al. [2004]. Les paires
de chromosomes paralogues sont encore identifiables (9 et 11, 10 et 14, etc) et permettent
de définir des chromosomes pré-duplication.

2.4.2 Reconstructions

Chez les poissons téléostéens, la première étude de l’événement de duplication com-
plète qui leur est commun est Naruse et al. [2004]. Elle utilisait une carte génétique du
medaka (Oryzias latipes) dans une analyse de sa synténie avec l’homme et le poisson-
zèbre (Danio rerio), et a permis de prédire un génome ancestral pré-duplication de 12
chromosomes en suivant un raisonnement similaire à celui de la synténie dédoublée
(compte tenu du faible nombre de gènes annotés). Les études suivantes – Jaillon et al.

[2004] (Tetraodon nigroviridis), Woods et al. [2005] (poisson-zèbre), Kasahara et al. [2007]
(medaka) – ont confirmé la majeure partie du génome ancestral, malgré des différences
sur le nombre de chromosomes (11, 12, ou 13), qui s’expliquaient principalement par
des quantités de données disponibles différentes (séquence des génomes, annotations des
gènes, orthologie entre poissons).

Le principe de la synténie dédoublée a été également employé chez les levures, dans
un premier temps selon un processus automatique [Kellis et al., 2004]. Les auteurs ont
extrait des segments de longueur maximale du génome de la levure non-dupliquée Kluy-

veromyces waltii dont les orthologues sur Saccharomyces cerevisae alternaient sur deux
chromosomes à la fois. Ces segments ont ensuite été regroupés en chromosomes pré-
duplication lorsqu’ils présentaient la même alternance. L’étude montrait que l’ordre des
gènes à l’intérieur de chaque paire de chromosomes dupliqués était encore bien conservé,
ce qui a permis plus tard une reconstruction manuelle du même ancêtre [Gordon et al.,
2009]. Dans cette étude, les auteurs ont comparé les génomes de 5 levures dupliquées et
de 6 non-dupliquées, établi et vérifié tous les blocs de synténie dédoublée. Le résultat,
un génome de 8 chromosomes, est donc considéré comme la référence, que les méthodes
automatiques cherchent à atteindre (comme les reconstructions cytogénétiques chez les
mammifères).

Avec la connaissance gagnée à travers le séquençage de plus en plus d’espèces de
vertébrés, les frontières de ce qui était autrefois pensé comme impossible en termes de
reconstruction de génomes ancestraux ont rapidement été repoussées. L’hypothèse for-
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mulée il y a 40 ans par S. Ohno [Ohno et al., 1968] selon laquelle les vertébrés auraient
subi deux duplications complètes successives (2R : 2 rounds of whole genome duplica-

tion), intensivement débattue [Hughes et al., 2001, Larhammar et al., 2002, McLysaght
et al., 2002] est désormais soutenue par de nombreuses évidences [Dehal et Boore, 2005,
Panopoulou et Poustka, 2005, de Peer et al., 2010]. Une étude récente [Nakatani et al.,
2007] utilise cette information a priori pour reconstruire le génome ancestral pré-2R. La
méthode identifie tout d’abord dans le génome humain toutes les copies des gènes issues
des deux duplications. Lorsqu’on observe les positions de ces ohnologues, des réseaux de
régions apparaissent, et chacun de ces réseaux est censé correspondre à un chromosome
pré-duplication (de la même manière que sur la Figure 2.7, des paires de régions identi-
fiaient les chromosomes pré-duplication). Au sein de chaque réseau, on est peut identifier
4 groupes (un par chromosome post-duplication) tels que les ohnologues sont répartis
uniquement entre groupes, et jamais à l’intérieur d’un même groupe. Malheureusement,
les réarrangements subis entre ou depuis les deux duplications brouillent ce signal : les
groupes sont fragmentés et mélangés dans le génome humain.

Lorsque des génomes sont très éloignés, et que les réarrangements ont mélangé les
gènes sur les chromosomes, le seul signal conservé est la synténie. La méthode décrite
dans [Putnam et al., 2008] permet de clusteriser deux génomes à la fois, et chaque cluster
formé représente un chromosome de leur dernier ancêtre commun. Au-delà de l’ancêtre
commun des vertébrés, l’ordre des gènes n’est plus assez conservé, et la synténie conser-
vée devient (avec les 2R) la seule arme pour inférer un caryotype ancestral. Ainsi, le
clustering mené sur les scaffolds d’amphioxus (un céphalochordé) et des segments hu-
mains a permis de reconstruire le dernier ancêtre commun des chordés, qui était proche
phylogénétiquement du génome ancestral pré-2R.

Enfin, des duplications ont été identifiées et ont mené à des reconstructions de gé-
nomes ancestraux, grâce à des méthodes ad-hoc, chez la paramécie (Paramecium tetrau-

relia, Aury et al. [2006]) et les plantes (Abrouk et al. [2010], Murat et al. [2010])

2.5 Discussion

Nous pouvons conclure cet état de l’art en posant les prémisses d’une bonne méthode
de reconstruction, dans l’objectif de servir de points temporels de référence à l’étude de
l’évolution des génomes. Une méthode idéale pour reconstruire la structure génomique
ancestrale (des blocs de séquences, des ordres de gènes, des caryotypes) est censée cibler
plusieurs ancêtres à la fois pour fournir une vue dynamique de l’évolution des génomes
ancestraux. Pour ceci, il est nécessaire d’avoir un jeu de marqueurs qui inclut une grande
fraction des données disponibles sur chaque génome, et qui a une large couverture phy-
logénétique pour fournir des liens entre les ancêtres. Chez les vertébrés, seules les sé-
quences protéiques peuvent être correctement et facilement alignées sur les espèces les
plus éloignées (mammifères vs poissons, Miller et al. [2007]), ce qui limite le potentiel des
méthodes basées sur des alignements multiples. Une limitation de certains programmes
bio-informatiques est la nécessité que les marqueurs soient présents en une et une seule
copie dans toutes les branches de l’arbre qui lient les ancêtres ciblés, ignorant de fait les
duplications, les délétions, et les gains de marqueurs au fil de l’évolution, qui sont des
propriétés incontournables de l’évolution des génomes. Les méthodes de cytogénétique,
en plus de la résolution limitée, sont inappropriées à cause de l’impossibilité d’hybrider
des espèces au-delà d’une limite de divergence. Les méthodes qui utilisent les adjacences
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sont moins sujettes aux erreurs de reconstruction que celles basées sur l’optimisation des
réarrangements.

L’apport d’une nouvelle méthode de reconstruction est par nature difficile à mesurer
car la réponse exacte (le caryotype) ne sera jamais connue, et toute reconstruction res-
tera une conjecture fondée sur des données disponibles. Cela est d’autant plus vrai que
les méthodes de reconstruction sont rarement accompagnées d’une estimation de leurs
qualités ou de leurs taux d’erreurs, même s’il faut toutefois noter que les méthodes bio-
informatiques sont de plus en plus capables, au minimum, de pointer des zones de la
reconstruction moins fiables, et au mieux de calculer théoriquement leur taux d’erreur.
Nous pouvons esquisser trois moyens de mesurer la fiabilité d’une reconstruction.

1. La première est la comparaison de plusieurs reconstructions issues de méthodes
complètement différentes. C’est par exemple ce qui est naturellement fait pour les
méthodes basées sur la séquence des génomes : celles-ci se comparent systémati-
quement entre elles, et aux résultats des méthodes de cytogénétique (en particu-
lier, ces dernières disposent d’un jeu de données beaucoup plus large). Toutefois, la
comparaison ne peut dépasser la limite de résolution des méthodes comparées, par
exemple lorsque le détail de la reconstruction dépasse la résolution du Zoo-FISH,
ou quand l’ancêtre visé est trop éloigné pour être estimé par cytogénétique (une
centaine de millions d’années au maximum, pour les mammifères).

2. Un autre critère de confiance en une reconstruction peut être établi en la compa-
rant à un génome outgroup qui n’a pas servi à la reconstruction. Par exemple, une
reconstruction de Boreoeutheria en utilisant uniquement des génomes de mammi-
fères peut se comparer au génome du poulet, et est censée en être plus proche (en
termes de réarrangements). Ce critère permettrait même de classer différentes re-
constructions, la «meilleure« étant la plus proche du génome out-group.

3. Finalement, en particulier pour les méthodes bio-informatiques, une quantification
du taux d’erreurs devrait toujours être fournie, qu’elle soit théorique ou empirique.
En particulier, il est possible d’estimer les performances d’une méthode de recons-
truction par des simulations. Le principe est dans ce cas de définir un génome ances-
tral virtuel constitué d’ensembles ordonnés (des chromosomes) de gènes ou de blocs
d’orthologie. Un logiciel mime alors l’évolution en appliquant des réarrangements
selon une phylogénie des espèces et des paramètres d’évolution (comme des taux
de réarrangements, des tailles d’inversion, etc), en générant des génomes modernes
simulés. Une méthode de reconstruction peut alors utiliser les génomes modernes
simulés pour reconstruire un génome ancestral qui est comparé au génome ances-
tral initial de la simulation. Cette approche estimera quantitativement la précision
de la méthode de reconstruction, étant donné les paramètres de la simulation.

Bien que les technologies évoluent vite, le séquençage des génomes ne peut bien en-
tendu se justifier uniquement par la volonté de reconstruire les génomes ancestraux.
Les méthodes de cytogénétique, parce qu’elles permettent de reconstruire rapidement
le caryotype de nombreux ancêtres, et malgré leur «faible» résolution (relativement aux
méthodes qui utilisent la séquence des génomes), ont donc encore des applications po-
tentielles. Cependant, l’accélération du séquençage des génomes, en particulier due aux
technologies de «nouvelle génération», permet d’anticiper sur la prépondérance des mé-
thodes basées sur ce type d’information dans les années à venir.
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Dans ce chapitre, nous allons voir les principaux résultats des méthodes de recons-
truction présentées dans le chapitre précédent et appliquées aux vertébrés. Bien que
de nombreuses reconstructions existent (en particulier chez les mammifères), nous nous
concentrerons sur trois ancêtres cibles de beaucoup d’attentions (du point de vue des re-
constructions) et / ou clés dans l’évolution des génomes des vertébrés : Boreoeutheria,
Teleostei (avant la duplication complète de génome), et Chordata (avant et après les deux
duplications complètes du génome). La Figure 3.5 montre sous la même figure l’évolution
des caryotypes en partant de la reconstruction de Putnam et al. [2008].

3.1 Boreoeutheria

De tous les ancêtres, Boreoeutheria est celui sur qui le plus d’études se sont concen-
trées, à cause de son placement idéal dans l’arbre des mammifères : de nombreuses
espèces disponibles, et une radiation assez rapide [Blanchette et al., 2004a]. Malgré
quelques différences notables entre les reconstructions, et un débat vain sur le bienfait
de la cytogénétique par rapport aux méthodes bio-informatiques [Bourque et al., 2006,
Froenicke et al., 2006, Robinson et al., 2006], un consensus assez fort existe aujourd’hui
sur la structure du caryotype.

La Figure 3.1 est basée sur le modèle établi par les méthodes cytogénétiques [Froe-
nicke, 2005], et confirmé depuis par les méthodes basées sur les séquences des génomes
[Ma et al., 2006, Chauve et Tannier, 2008, Kemkemer et al., 2009]. Une modification a
néanmoins été apportée : la fusion entre les segments humains 10p et 12a−22a n’y est
pas reportée car elle est faiblement supportée dans les analyses cytogénétiques (présente
uniquement chez les descendants Afrotheria et de Carnivora), et non retrouvée par les
reconstructions de Ma et al. [2006] et Chauve et Tannier [2008]. Cette association ne peut
en fait être vue par aucune méthode basée sur les génomes séquencés car parmi ces gé-
nomes [Ferguson-Smith et Trifonov, 2007], seul l’éléphant (outgroup de Boreoeutheria)
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la différence principale (13 chromosomes au lieu de 12) provenant d’une précision plus
importante dans Kasahara et al. [2007] (utilisation de medaka en plus de tetraodon).
Le génome post-duplication (Figure 3.2) a rapidement subi 8 réarrangements majeurs de
chromosomes avant la divergence du poisson-zèbre (qui a subi 15 réarrangements supplé-
mentaires) et des percomorphes (medaka et tétraodon). Medaka a ensuite gardé le même
génome depuis (près de ~320 millions d’années), ce qui explique la clarté du signal et l’in-
térêt d’utiliser son génome pour les reconstructions ancestrales, tandis que tetraodon a
subi 4 réarrangements supplémentaires.
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FIGURE 3.2 – Évolution du caryotype chez les téléostes depuis la duplication du génome
(figure tirée de Kasahara et al. [2007]).

3.3 Chordata (pré/post-duplication)

Au delà de l’ancêtre des vertébrés, dans la branche menant de Chordata à Euteleo-

stomi, se sont produites également deux duplications complètes de génomes, qui per-
mettent, comme chez les téléostes, de reconstruire un caryotype pré-duplication. À une
telle distance évolutive (près de 500 millions d’années), les nombreux réarrangements ac-
cumulés depuis gênent la découverte d’orthologie entre les gènes et le signal de synténie.
Deux reconstructions existent, sur des ancêtres différents :

– celle de l’ancêtre pré-duplication Nakatani et al. [2007] (10 chromosomes, Fi-
gure 3.3) ;
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FIGURE 3.3 – Caryotypes pré- et post-2R d’après Nakatani et al. [2007]
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– celle de du dernier ancêtre commun des chordés [Putnam et al., 2007, 2008, Srivas-
tava et al., 2008] (17 chromosomes, Figure 3.4).

Des similarités (visibles sur la Figure 3.5) apparaissent, comme entre le chromosome 1
pré-2R, et les chromosomes 1 et 2 de chordés, ou les 5 et 8 pré-2R et le 16 de chordés,
mais nous ne les avons pas toutes énumérées, ni cherché à établir si les différences de
reconstruction étaient justifiées phylogénétiquement.

FIGURE 3.4 – Caryotype pré-2R d’après Putnam et al. [2008]

3.4 Résumé

La Figure 3.5 rassemble les caryotypes précédemment vus sous deux codes couleurs.
Le premier utilise le génome humain en référence et permet de remonter jusqu’avant
les 2R selon les deux modèles existants et jusqu’avant la duplication complète chez les
poissons. À cet instant, un nouveau code couleur basé sur les 13 chromosomes ancestraux
prend le relais. Chez les mammifères, la représentation est enrichie des caryotypes de
la souris et du gibbon (génome très réarrangé), et chez les poissons, de tétraodon et de
medaka.
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Cette courte partie est consacrée à la présentation de problèmes généraux informa-
tiques et mathématiques, dont les solutions seront utilisées à de nombreuses reprises
dans le cadre des développements d’AGORA pour la reconstruction de génomes ances-
traux.

Les deux premiers chapitres présentent des problèmes algorithmiques majeurs (le pro-
blème du voyageur de commerce, chapitre 4, et le regroupement hiérarchique, chapitre 5),
bien étudiés, et pour lesquels des solutions existent. Dans le cadre de notre étude, ils n’ont
donc pas nécessité le développement de nouvelles méthodes, mais d’un interfaçage avec
des programmes de résolution existants.

Le chapitre 6 présente une méthode de calcul de moyenne qui tient compte d’un arbre
phylogénétique. En effet, il sera fréquent de devoir calculer une valeur pour différentes
espèces modernes (par exemple, un score), et de vouloir une unique valeur qui désignerait
le score de l’ancêtre commun de ces espèces. En pratique, cette méthode a uniquement
nécessité l’écriture d’équations, la résolution en elle-même étant déléguée à des librairies
spécialisées.



32 SOMMAIRE



Chapitre 4

Voyageur de commerce

Le problème du voyageur de commerce est un problème d’optimisation aux applica-
tions extrêmement concrètes. Comment un représentant de commerce peut-il visiter tous
ses clients (une seule fois chacun), en minimisant son temps de déplacement ?

Formellement, le problème est modélisé sous la forme d’un graphe non-dirigé, connexe,
et pondéré, dans lequel les sommets représentent les clients à visiter, les arêtes, les routes
qu’il peut emprunter et les poids des arêtes, les distances des trajets entre chaque ville.
La question est de trouver un chemin (ou un circuit si on veut revenir au point de départ)
hamiltonien (c’est-à-dire qui passe une seule fois par tous les sommets) qui minimise la
somme des poids des arêtes (appelée score).

Il n’existe pas de méthode de résolution «rapide» de ce problème, car il est rangé dans
la classe de complexité NP-complet. C’est-à-dire que les méthodes de résolution actuelles
ne garantissent pas la découverte d’une solution exacte en un temps polynomial (O(np),
n représentant le nombre de villes, et p une constante). La complexité naïve de la réso-
lution est O(n!) et correspond au test de tous les chemins possibles. Malgré l’évolution
des techniques de résolution, la complexité actuelle reste de l’ordre de O(np2n) [Bellman,
1962] avec p entier. Cela signifie (si on se concentre sur le terme 2n) que l’ajout d’une ville
au problème multiplie son temps de résolution par 2 (dans le pire des cas).

L’implémentation de référence de la résolution du voyageur de commerce est le pro-
gramme concorde 1. Il a été écrit par David Applegate, Robert E. Bixby, Vašek Chvátal, et
William J. Cook (auteurs du livre Applegate et al. [2006]).

Par défaut, concorde cherche un circuit, c’est-à-dire que la solution permet de reve-
nir de manière optimale en son point de départ. En pratique, nous chercherons à utiliser
concorde sur des données génomiques de vertébrés pour définir des chemins qui seront
assimilés à des chromosomes. Or ceux-ci (chez les vertébrés) sont linéaires, et non circu-
laires. Pour récupérer un chemin (et non un circuit) optimisé, il suffit de créer un nœud
supplémentaire lié à tous les autres nœuds. Ainsi, toute solution sera obligée de passer
par ce nœud. De plus, si ce nœud est lié à tous les autres avec exactement le même poids,
on ne privilégiera aucun point d’insertion. Il suffit ensuite de couper le circuit solution au
niveau de ce nœud pour retrouver un chemin.

1. http://www.tsp.gatech.edu/concorde. Le programme est un exécutable autonome, libre d’utilisa-
tion dans le milieu de la recherche académique, et demande à ce que le graphe soit donné en entrée sous un
format textuel simple d’utilisation.
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Chapitre 5

Regroupement hiérarchique

Le regroupement hiérarchique, aussi appelé clustering, a pour but d’ordonner des ob-
jets par similarité. Le résultat est un dendrogramme, c’est-à-dire une structure d’arbre
dans lequel les objets similaires sont proches. Le dendrogramme contient la liste des
fusions à faire entre les objets, pour les regrouper en classes d’objets similaires. Dans
l’exemple de la Figure 5.1, le dendrogramme en (b) est le résultat du clustering des 36
sommets du graphe de (a), selon un critère de proximité.

À chaque dendrogramme est associé un ensemble naturel de partitions 1. La partition
de départ (la racine du dendrogramme) correspond à l’ensemble de tous les objets. Au
fur et à mesure du parcours du dendrogramme, on peut diviser, à chaque nœud du den-
drogramme, un des ensembles de la partition en deux, jusqu’au moment où chaque objet
sera seul dans son ensemble. Toujours dans l’exemple de la Figure 5.1, le dendrogramme
en (c) (équivalent, pour ce qui est de la structure de l’arbre, au dendrogramme de (b))
montre deux niveaux de coupure en pointillés bleus. Ces deux niveaux correspondent à
deux partitions du graphe de (a).

Le programme walktrap [Pons et Latapy, 2005] utilise des «marches aléatoires» pour
mesurer la similarité des objets à clusteriser, une fois ceux-ci placés dans un graphe.
Partant d’un nœud donné du graphe, walktrap établit la liste de tous les chemins possibles
d’une longueur donnée en paramètre (en général, 5 nœuds), éventuellement en passant
deux fois par le même nœud, en associant à chaque chemin une probabilité : le produit
des probabilités de choix des arêtes à chaque nœud traversé. Pour un nœud donné, si le
graphe n’est pas pondéré, la probabilité de choix d’arête est uniforme (1/na si il y a na

arêtes sortantes), sinon, la probabilité de la i-ème arête est ωi/
∑

j ω j où ω j représente
le poids de la j-ème arête (cette mesure est insensible à une multiplication de toutes les
arêtes par un même facteur multiplicatif). Deux nœuds seront considérés comme d’autant
plus proches qu’ils proposent d’aller aux mêmes nœuds du graphe avec des probabilités
similaires. À partir de cette mesure de proximité des nœuds, walktrap fusionne au fur et
à mesure les nœuds, en mettant à jour les mesures de proximités, et construit ainsi un
dendrogramme.

Un dendrogramme, à la base, ne contient que les informations de similarité des objets
clusterisés. walktrap propose un algorithme pour ajouter une «hauteur» aux nœuds d’un
dendrogramme pour qu’ils soient au même niveau lorsqu’ils désignent des classes d’ob-
jets équivalentes (c’est la différence entre les dendrogrammes (b) et (c) de la Figure 5.1).
De plus, walktrap renvoie un indice de pertinence des partitions que l’on pourrait tirer

1. Une partition d’un ensemble E est un ensemble d’ensembles {Si}i tous non vides et disjoints, tels que
leur union fait E.
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6.1 Résolution formelle

Dans un modèle linéaire, on utilise ici de manière récursive la notion de moyenne
pondérée. Chaque nœud interne est lié à au moins 2 autres nœuds, et recevra la moyenne
pondérée en fonction des longueurs des branches des valeurs associées à chacun de ces
nœuds. Le problème se résume donc à la résolution d’un système d’équations linéaires.
Pour deux nœuds i et j, on introduit ωi, j qui vaut l’inverse du poids de l’arête liant ces
nœuds si elle existe, et 0 sinon. Le système s’écrit de la manière suivante :

S =

{

xi =Vi pour les nœuds terminaux ;

xi

∑

j ωi, j −
∑

j ωi, jx j = 0 pour les nœuds internes.
(6.1)

On notera que le nœud j apportant la plus grande contribution à un nœud i est celui
le plus proche dans l’arbre.

Lemme 1. Le système S admet une solution, et cette solution est unique.

Démonstration. En notant Ax = b l’équivalent matriciel du système S, la question est
équivalente à l’inversibilité de A. Il faut donc montrer que toute solution x du système
réduit (l’équivalent du système général avec V = 0) Ax = 0 est nulle. Supposons qu’il existe
une telle solution x (il en existe au moins une : x = 0). Nous allons montrer que tous les
|xi| sont bornés par 0 (et que donc x = 0) en utilisant la propriété de connexité d’un arbre
phylogénétique, et le fait qu’au moins un des xi est fixé à Vi.

Choisissons i0 tel que |xi0 | =maxi |xi|.
– Si i0 est un nœud pour lequel xi0 est fixé à Vi0 , alors xi0 = 0 car on est dans le

système réduit V = 0, ce qui clôt la démonstration.
– Sinon, on a l’équation xi0

∑

j ωi0, j =
∑

j ωi0, jx j (on note cette quantité Si0). Par pas-
sage à la valeur absolue : |Si0 | É

∑

j ωi0, j|x j| É
∑

j ωi0, j|xi0 | = |Si0 |. Les inégalités
doivent donc être des égalités, et pour les j tel que ωi0, j 6= 0, on doit avoir |x j| = |xi0 |.
Autrement dit, tous les voisins de i0 dans l’arbre partagent la même valeur pour x.
Dès lors, le choix de i0 peut se faire pour un de ses voisins, et en appliquant le même
raisonnement de proche en proche dans l’arbre, on arrive par propriété de connexité
sur un nœud pour lequel V est fixé (cas précédent), ce qui permet de conclure que
xi0 = 0, et que donc x = 0.

Lemme 2. Les valeurs ancestrales sont soit toutes égales entre elles, soit strictement com-

prises entre les extrema des valeurs imposées.

Démonstration. On sait que la moyenne pondérée par des coefficients compris entre 0
et 1 de p nombres est soit égale à tous ces nombres (s’ils sont tous égaux entre eux),
soit différente de tous ces nombres (si au moins deux sont différents), et dans ce cas,
comprise entre leurs extrema. Appliqué à un nœud interne i0, on a dans le premier cas
l’égalité locale de x (sur tous les voisins). On peut donc utiliser le même raisonnement
successivement sur les voisins pour prouver la constance de x sur tout l’arbre, ce qui est
un cas particulier du résultat voulu. Sinon, on peut trouver un nœud i1 voisin tel que
xi0 < xi1 . En l’appliquant à i1 et à ses voisins, on peut construire une suite de nœuds
tous différents (i j) j telle que la suite (xi j

) j soit strictement croissante. Cette suite s’arrête
nécessairement sur un nœud terminal i p censé vérifier Vi p

= xi p
> xi0 , ce qui montre que x

est borné par la valeur maximale de V . Le même raisonnement tient pour montrer que x

est également borné par la valeur minimale de V en exhibant une suite décroissante.
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Pour la résolution de l’exemple de la Figure 6.1 (Figure 6.2), on remarque dans l’ex-
pression de xF que 150+200+96+18+12 = 476 et que le nœud tient sa valeur principa-
lement de B et A (davantage B que A car B est plus proche dans l’arbre), puis un peu de
C, et très légèrement de D et E.

6.3 Remarques

La méthode reste valable si V n’est pas défini pour tous les nœuds terminaux. En
effet, l’hypothèse minimale est que le graphe soit connexe, et qu’il y ait au moins une
valeur Vi de fixée. En particulier, sur les zones de l’arbre qui ne sont rattachées que par
un seul nœud au sous-arbre qui contient les valeurs fixées, la solution x aura la valeur de
ce nœud. Ainsi, dans l’arbre de la Figure 6.2, si VA et VB ne sont pas définis, l’interpolation
pour les nœuds A, B, et F donnera la même valeur que pour G.

En notant par 0 ou 1 l’absence ou la présence d’un caractère dans des espèces exis-
tantes, cette méthode de calcul renvoie des probabilités de présence de ce caractère dans
les espèces ancestrales, sans prendre de décision, contrairement aux méthodes d’inférence
de caractère. La méthode est néanmoins utile si on n’a pas besoin de décider de la pré-
sence (probabilité > 0,5), mais juste d’avoir une indication. D’autre part, la solution n’est
pas nécessairement parcimonieuse, car la méthode ne cherche pas à optimiser des gains
/ pertes ou des hausses / baisses. Pour tout calcul sur des variables génomiques pour les-
quelles un mode d’évolution est connu (taux de GC, séquence ancestrale), on préfèrera des
techniques de maximum de vraisemblance ou de combinatoire (minimisation du nombre
de pertes ou de duplications dans l’arbre).



Troisième partie

Développement d’outils
bio-informatiques pour la

reconstruction de génomes
ancestraux

41





Sommaire

7 Définition des gènes ancestraux 45

8 Comparaison de deux génomes 55

9 Choix d’un ordre de marqueurs ancestral 61

10 Reconstruction de l’ordre ancestral des gènes 73

11 Duplications complètes de génomes 85

Cette partie contient l’essentiel des développements effectués dans le cours de cette
thèse pour permettre la reconstruction des génomes ancestraux. Le processus de recons-
truction suit d’une certaine manière le séquençage par shotgun du génome d’une nouvelle
espèce. L’ensemble des algorithmes s’appelle AGORA, pour Algorithms for Gene Order

Reconstruction in Ancestors.
Nous verrons tout d’abord (chapitre 7) comment définir les gènes que possédait chaque

ancêtre reconstruit, ce qui va permettre de définir les relations d’orthlogie et de paralogie
utiles pour comparer des génomes.

Ensuite (chapitre 8), nous définirons deux méthodes qui permettent de comparer des
paires de génomes. Leur résultat est le liant qui va permettre réellement la reconstruc-
tion, sous le principe de parcimonie : ce qui est commun à deux génomes est hérité de leur
dernier ancêtre commun. Les adjacences conservées entre les paires d’espèces comparées
vont alimenter le processus de reconstruction comme les lectures le font pour l’assemblage
d’un génome.

La combinaison de ces données pairwise est régie par les algorithmes décrits théori-
quement dans le chapitre 9 (majoritairement des parcours de graphe), et appliqués dans
le chapitre 10. Les méthodes de reconstruction AGORA permettent successivement de dé-
finir des contigs ancestraux, puis des scaffolds grâce à différents protocoles qui peuvent
se combiner, ce qui procure à AGORA une haute adaptabilité.

Les duplications complètes de génomes offrent des leviers particuliers pour recons-
truire directement l’ancêtre qui précède (ou suit) juste la duplication, et nécessitent des
méthodes particulières présentées chapitre 11.
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Ce chapitre présente les données, brutes et formatées, utilisées par AGORA. Nous
décrivons tout d’abord la source de ces données (Ensembl), puis quelques manipulations
basiques (interprétation des positions des gènes, formatage, ajout d’espèces supplémen-
taires) avant de rentrer dans les algorithmes d’AGORA qui définissent le contenu en
gènes des génomes ancestraux (éventuellement filtré) et les relations d’homologie entre
les gènes.

7.1 Origine des données

7.1.1 Ensembl / EnsemblGenomes

AGORA nécessite deux types d’information pour reconstruire les génomes ancestraux :
la position des gènes dans les génomes modernes, et les relations phylogénétiques entre
ces gènes. De nombreuses ressources existent pour fournir ces données, et en particulier,
la base de données Ensembl 1 [Flicek et al., 2010] met à disposition de la communauté
scientifique ces informations de manière intégrée et exhaustive. En effet, Ensembl dis-
pose de processus automatiques pour annoter les gènes (éventuellement corrigés manuel-
lement pour certaines espèces comme l’homme, Wilming et al. [2008]), et construire les
phylogénies des gènes à partir d’alignements multiples. Ensembl met à jour ses données
tous les deux mois environ, et dans la version 57 (utilisée au long de ce manuscrit) sont

1. http://www.ensembl.org
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présentes 46 espèces de vertébrés et 5 espèces modèles de non-vertébrés. Les données
d’Ensembl sont accessibles via un site internet, via Biomart (interface d’interrogation),
via une interface de programmation en Perl, ou enfin en téléchargeant les données forma-
tées afin d’être chargées dans les bases de données.

De plus, Ensembl, initialement focalisé sur les vertébrés, a initié un réseau de naviga-
teurs et de bases de données nommé EnsemblGenomes 2 [Kersey et al., 2010]. Il s’agit de
versions d’Ensembl dédiées aux bactéries, aux protistes, aux plantes, aux champignons
et aux métazoaires (vertébrés exclus). Ces navigateurs disposent exactement des mêmes
outils qu’Ensembl et leurs données sont disponibles dans les mêmes formats. Les mé-
thodes AGORA sont donc facilement applicables sur d’autres familles d’organismes que
les vertébrés (voir perspectives).

7.1.2 Compara / TreeBest

Ensembl propose des reconstructions phylogénétiques exhaustives effectuées à partir
de tous les gènes annotés de toutes les espèces de la base de données. Le processus d’infé-
rence de ces phylogénies s’appelle Compara [Vilella et al., 2009] et se compose des étapes
suivantes :

1. aligner toutes les séquences protéiques entre elles avec WUBlastp et Smith-

Waterman ;

2. clusteriser les gènes en familles, grâce au score de WUBlastp, avec hcluster_g ;

3. pour chaque cluster, aligner les séquences protéiques avec un méta-aligneur mul-
tiple (MCoffee2, Wallace et al. [2006]) ;

4. pour chaque cluster, construire un arbre phylogénétique réconcilié avec l’arbre des
espèces avec TreeBeST (arbre consensus de 5 méthodes différentes).

Ces données sont réconciliées avec la phylogénie des espèces. Ainsi, pour chaque fa-
mille de gènes, son histoire évolutive (événements de spéciation, duplication, ou de perte)
est connue et peut être lue dans les arbres phylogénétiques. L’exemple de la Figure 7.2
montre l’arbre phylogénétique de quelques espèces d’amniotes, ainsi qu’un arbre phylo-
génétique réconcilié pour une famille fictive de gènes amniotes. Le gène ancestral était
présent en une seule copie à l’origine (chez Amniota), a été perdu dans la lignée du chien,
et s’est dupliqué entre les nœuds Boreoeutheria et Catarrhini. L’algorithme exact de défi-
nition des gènes ancestraux sera décrit en sous-section 7.3.1.

La version 57 d’Ensembl contient 886 547 gènes (codant pour des protéines) pour 51
espèces modernes (soit 17 383 en moyenne). Ensembl Compara fournit 36 450 arbres phy-
logénétiques, qui incluent au total 857 861 gènes (96.8%). Leurs 686 997 nœuds de spé-
ciation et 151 566 nœuds de duplication permettent de définir 832 509 gènes ancestraux
dans 43 ancêtres (soit 19 361 en moyenne).

7.2 Gènes et arbres phylogénétiques

7.2.1 Annotation des gènes

Au cours de ce travail de thèse, nous nous sommes limités aux gènes codant les pro-
téines car eux seuls sont utilisés par Ensembl Compara pour construire des alignements

2. http://www.ensemblgenomes.org
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fères placentaires, Eutheria, est parent des quatre ordres de mammifères : Euarchonto-

glires (primates, rongeurs, etc), Laurasiatheria (carnivores, insectivores, cétartiodactyles,
etc), Afrotheria (éléphant, tenrecidés, etc), Xenarthra (paresseux, tatou, etc). Dans les
arbres, l’ordre de spéciation des quatre ordres n’est pas résolu, alors que la littérature ré-
cente [Wildman et al., 2007, Prasad et al., 2008, Murphy et al., 2007] montre qu’Eutheria

est le nœud ancestral des Atlantogenata (qui groupe les Afrotheria et les Xenarthra) et
des Boreoeutheria (qui groupe les Euarchontoglires et les Laurasiatheria).

7.2.3 Ajout d’une espèce

Nous avons ajouté trois espèces, absentes de la base de données Ensembl, qui nous
semblaient importantes pour étudier l’évolution des génomes avant les vertébrés. En ef-
fet, comme nous le verrons plus tard, AGORA utilise les données de tous les génomes
simultanément. Pour étudier une espèce et la comparer à celles déjà présentes, il est de
fait préférable de l’inclure le plus tôt possible dans le processus de reconstruction. Ces
trois espèces sont amphioxus (Branchiostoma floridae, un céphalochordé, Putnam et al.

[2008]), l’anémone de mer (Nematostella vectensis, un cnidaire, Putnam et al. [2007]), et
un tunicier (Oikopleura dioica, Denoeud et al. [2010]).

Deux solutions étaient possibles pour inclure ces espèces : reconstruire toutes les phy-
logénies en ré-exécutant le pipeline Compara ou conserver les phylogénies existantes et y
rajouter les nouveaux gènes. Pour éviter une redondance des calculs avec Ensembl, c’est
la deuxième approche qui a été retenue, bien que la première trouve un sens dans d’autres
scénarios (voir perspectives).

Les annotations des gènes des nouvelles espèces ont été téléchargées (des sites du
JGI et du Genoscope) et les séquences protéiques correspondantes ont été alignées avec
BLASTp contre les protéines du nématode Caenorabibdtis elegans, de la drosophile Dro-

sophila melanogaster, du poisson-zèbre, de la grenouille, du poulet, de l’opossum et de
l’homme. On se sert des meilleurs hits réciproques (issus des résultats de BLASTp) pour
sélectionner pour chaque gène d’une nouvelle espèce, les arbres d’Ensembl dans lesquels
il devrait être inséré. Trois scénarios sont alors possibles.

– Un seul arbre est identifié. On insère le gène de la nouvelle espèce à sa position
supposée d’après la phylogénie des espèces.

– Plusieurs arbres sont identifiés. On peut alors utiliser le nouveau gène uniquement
s’il se positionne en espèce outgroup de chacun des arbres. On crée dans ce cas-là
un ou plusieurs nœuds de duplication pour expliquer le nombre d’arbres.

– Aucun arbre n’est identifié. On crée alors un nouvel arbre pour inclure les gènes en
meilleur hit réciproque, en copiant la phylogénie des espèces.

Espèce Amphioxus Anémone de mer Oikopleura
Gènes annotés 28666 27273 18020

Gènes avec un meilleur hit 10295 9830 7504
Gènes insérés dans des arbres 8857 9549 6704

dont

Gènes dans un nouvel arbre 290 421 352
Gènes dans un unique arbre, pré-existant 8442 8472 6318

Gènes dans plusieurs arbres, fusionnés 125 656 34

TABLE 7.1 – Statistiques sur les trois espèces supplémentaires insérées dans les données.
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Les trois espèces sont rajoutées successivement, de préférence à partir de celles bran-
chant la plus récemment (ici oikopleura) à celle branchant le plus anciennement (ici l’ané-
mone de mer). Les décomptes totaux des gènes sont présentés dans le Tableau 7.1.

7.3 Liste des gènes ancestraux

Le plus petit élément qui va caractériser un génome ancestral reconstruit par AGORA
est le gène. AGORA compare les génomes modernes sur la base de leur contenu en gènes
et des données d’homologie. La première étape est donc de définir le contenu en gènes de
chaque ancêtre et cette information est extraite des reconstructions phylogénétiques des
gènes. De ces arbres phylogénétiques découlent des relations d’homologie : l’orthologie,
utilisée pour la comparaison de deux génomes du point de vue de leur ancêtre commun,
et la paralogie, utilisée pour la comparaison de deux génomes (souvent un génome par
rapport à lui-même) du point de vue d’un événement de duplication. Nos études préli-
minaires (sous-section 13.2.2) ont montré que les contigs reconstruits étaient courts car
le programme de reconstruction butait sur des gènes ancestraux peu annotés dans les
génomes existants. Il a donc aussi été nécessaire de savoir établir un sous-ensemble des
gènes, dits robustes, sur des critères de taille de famille.

7.3.1 Extraction à partir des arbres de protéines

Comme expliqué en sous-section 7.1.2, on dispose de reconstructions phylogénétiques
pour tous les gènes codant pour des protéines. Le contenu en gènes des ancêtres se re-
trouve en parcourant chaque arbre depuis sa racine, en considérant un unique gène au
départ. À chaque événement de duplication, une nouvelle copie du gène apparaît, sans
qu’il soit possible de la distinguer de la copie d’origine (du moins, si on n’utilise que les
données d’arbre phylogénétiques). À chaque événement de perte, le gène est supprimé
dans toutes les espèces descendantes. Ce processus est appliqué récursivement depuis la
racine de chaque arbre pour énumérer tous les gènes de tous les ancêtres.

Sur chaque nœud ancestral, on peut de la même manière définir des paires de gènes
orthologues et paralogues. Chaque nœud de spéciation indique que toutes les paires de
gènes pris dans deux sous-branches différentes sont orthologues, tandis qu’un nœud de
duplication indique que toutes les paires de gènes ainsi considérées sont paralogues,
qu’elles appartiennent ou non à la même espèce. Une paire de gènes orthologues repré-
sente un unique gène ancestral qui existait au dernier ancêtre commun, et peut donc être
utilisée pour comparer deux génomes. Ce n’est pas le cas des paires de gènes paralogues,
qui représentent des événements qui ont eu lieu sur des branches, et ne sont pas ratta-
chées à l’existence d’un gène à un ancêtre donné, mais à une modification du contenu en
gènes.

L’algorithme 7.1 permet d’extraire ces informations (liste des gènes ancestraux, paires
de gènes orthologues et paralogues) d’un arbre, à partir de sa racine. Le point particulier
de cet algorithme est qu’il faut tenir compte qu’une branche d’un arbre phylogénétique
ne lie pas nécessairement deux ancêtres consécutifs à cause des pertes, et qu’il faut donc
créer des gènes pour des ancêtres autres que ceux référencés par les nœuds internes
(dans l’exemple de la Figure 7.2, il n’y a pas de nœud Boreoeutheria, mais cet ancêtre
possédait bien un exemplaire du gène). Ainsi, l’algorithme crée récursivement tous les
gènes désignés par l’arbre, puis à partir des listes de gènes de chacune des sous-branches
(les L i), crée les listes de paires de gènes homologues.
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Algorithme 7.1 Extraction des gènes ancestraux et des paires de gènes homologues d’un
arbre
Entrées: A : un arbre phylogénétique réconcilié. N : position (nœud) courante dans A

(initialement, sa racine)
Variables globales: L

Anc
para,L Anc

ortho,L Anc
gènes : les listes pour chaque ancêtre Anc des paires

de gènes paralogues, de celles orthologues, et des gènes ancestraux.
1: pour tout Fils Fi du nœud N de A faire
2: // Liste des gènes créés dans la branche du fils Fi

3: Appel récursif sur le nœud Fi

4: Stocker la liste des gènes renvoyés par la fonction dans L i

5: pour tout Ancêtre Anc j intermédiaire entre les nœuds N et Fi faire
6: Définir un gène GFi ,Anc j

pour l’ancêtre Anc j, à partir de l’ensemble des gènes
modernes présents dans A sous le nœud Fi

7: // Ajout du nouveau gène ancestral

8: Rajouter GFi ,Anc j
à L

Anc j

gènes, et {GFi ,Anc j
}×L i à L

Anc j

ortho
9: Rajouter GFi ,Anc j

à L i

10: fin pour
11: fin pour
12: si le nœud N est un nœud de spéciation alors
13: // N désigne donc un gène ancestral
14: Définir un gène GN , à partir de l’ensemble des gènes modernes présents sous le

nœud N

15: Rajouter GN à L
AncN

gènes
16: pour tout Fils Fi faire
17: Rajouter {GN }×L i à L

AncN

ortho
18: fin pour
19: fin si
20: // Paires d’homologues formées par le nœud N

21: pour tout Paire de fils (Fi1 ,Fi2) faire
22: Rajouter L i1 ×L i2 à L

AncN
para ou L

AncN

ortho selon si le nœud N est une duplication ou non
23: fin pour
24: renvoyer Liste de tous les gènes créés :

⋃

i

L i (en ajoutant GN si on l’a défini)
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7.3.2 Filtre sur le nombre d’événements dans les familles

L’expérience (sous-section 13.2.2) nous a montré que les reconstructions phylogéné-
tiques, dont dépendent les reconstructions de génomes, sont de qualité hétérogène. Il est
donc devenu opportun d’établir un classement des familles de gènes sur la base de la to-
pologie des arbres phylogénétiques, afin de pouvoir travailler avec un sous-ensemble de
familles respectant certains critères de qualité quantifiés. Deux méthodes ont été définies,
qui pourront être utilisées alternativement selon les données disponibles et à traiter.

La première méthode (baptisée events) consiste en la sélection d’un sous-ensemble
d’arbres, parmi l’ensemble des arbres définis par Ensembl. La méthode (algorithme 7.2)
trie d’abord les arbres selon le nombre de gènes manquants (par rapport à un arbre de
même topologie qui ne contiendrait aucun événement de perte), le nombre d’événements
de duplications, et enfin le nombre d’événements de pertes. L’algorithme sélectionne alors
dans l’ordre les arbres (en minimisant ces trois critères) jusqu’à inclure une proportion
pg de l’ensemble des gènes modernes référencés par l’ensemble des arbres, où pg est un
un paramètre du filtre indiquant une proportion.

Il faut noter que la sélection d’une proportion pg d’arbres (à la place du nombre de
gènes) n’est pas utilisée car cette solution aurait réduit le nombre de gènes ancestraux de
manière incontrôlable (la proportion de gènes restants aurait été difficilement prévisible
à partir de pg). Cela s’explique par le fait que les arbres éliminés sont des familles ayant
perdu beaucoup de gènes, mais en contenant aussi beaucoup (par exemple des familles
contenant des duplications très anciennes, et s’étant rapidement perdues dans des clades
entiers). Les plus grandes familles ainsi supprimées réduisaient drastiquement le nombre
de gènes des ancêtres. C’est pourquoi la proportion pg est appliquée sur le nombre de
gènes désignés par les arbres et pas sur le nombre d’arbres en lui même. En procédant de
cette manière, le taux de gènes conservés est proche de pg pour tous les ancêtres.

Algorithme 7.2 Filtrage d’un ensemble d’arbres selon une proportion de gènes à conser-
ver
Entrées: pg : le paramètre de proportion de gènes (0 É pg É 1). (Ai) : l’ensemble des

arbres phylogénétiques réconciliés.
1: ng ← nombre total de gènes référencés dans les arbres
2: nd,i ← nombre d’événements de duplication dans l’arbre Ai

3: np,i ← nombre d’événements de perte de gènes dans l’arbre Ai

4: ng,i ← nombre de gènes perdus dans l’arbre Ai

5: c ← 0
6: pour tout Ai, dans l’ordre lexicographique croissant du triplet (np,i,nd,i,np,i) faire
7: c ← c + nombre de gènes dans l’arbre Ai

8: si c É pgng alors
9: Conserver l’arbre Ai

10: sinon
11: Supprimer l’arbre Ai

12: fin si
13: fin pour
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7.3.3 Filtre sur la taille des familles

L’autre solution (nommée size) pour sélectionner des gènes ancestraux permet une
sélection plus fine sur chaque arbre. Le principe de la méthode (algorithme 7.3) est de
sélectionner dans un arbre les sous-arbres dont la taille relative T (le rapport entre le
nombre de gènes qu’il contient et le nombre d’espèces qu’il inclut) est comprise entre deux
paramètres Tmin et Tmax.

Par exemple, une famille n’ayant subi aucun événement (perte, duplication) a une
taille relative de T = 1, une famille s’étant dupliquée dès sa racine une taille relative de
T = 2, et une famille ayant perdu la moitié de ses gènes une taille relative de T = 0,5.
Des valeurs typiques des paramètres sont Tmin = 0,9 et Tmax = 1,1 pour autoriser 10% de
tolérance sur la taille d’une famille par rapport au nombre d’espèces attendues.

Une famille est conservée si elle vérifie ce critère de taille. Si ce n’est pas le cas, la
famille est remplacée par les sous-familles qui en découlent, et on continue récursivement.
Dans le pire des cas, une famille est donc éclatée en des sous-familles contenant chacune 1
gène. Dans le cas général, à cause du découpage, une famille perdra ses liens d’homologie
anciens, et les ancêtres récents conserveront donc davantage de familles que les ancêtres
plus anciens.

Il faut noter que l’algorithme ne vérifie la cohérence de l’arbre que dans sa globalité, et
pas à tous les nœuds de l’arbre. Ainsi, dans les arbres sélectionnés pour des paramètres
Tmin = Tmax = 1, une famille possèdera à sa racine autant de gènes que d’espèces. Cela
inclut donc les arbres contenant des pertes de gènes dans certaines espèces, compensées
par autant de duplications dans d’autres.

Algorithme 7.3 Découpage d’un arbre selon des critères de taille de familles
Entrées: Tmin et Tmax : les paramètres de tailles (0 É Tmin É 1 É Tmax). A : un arbre

phylogénétique réconcilié.
1: ng ← nombre de gènes dans l’arbre A

2: ne ← nombre d’espèces sous l’ancêtre désigné par la racine de l’arbre
3: si Tmin É

ng

ne
É Tmax alors

4: fin
5: sinon
6: Supprimer l’arbre A et le remplacer par ses sous-arbres A1,A2 . . .Ap

7: Appeler récursivement la procédure pour chaque Ai

8: fin si
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Chapitre 8

Comparaison de deux génomes
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L’information élémentaire et fondamentale dont a besoin AGORA pour la reconstruc-
tion réside dans la comparaison des génomes d’espèces modernes. Nous avons donc défini
deux méthodes qui identifient des objets conservés entre deux génomes : une qui opère
à bas niveau, la conservation de paires de gènes, et une qui opère à niveau supérieur,
capable de reconstituer des segments conservés.

8.1 Paires conservées

Le postulat suivant est l’élément de base sur lequel s’appuie l’ordre ancestral recons-
truit par AGORA, et ce postulat revient à une simple application du principe de parcimo-
nie.

Deux gènes a1 et b1 situés dans le même génome ont deux gènes orthologues res-
pectivement a2 et b2 dans un autre génome. Si les paires a1 et b1 d’une part et a2 et
b2 d’autres part sont voisines et dans la même orientation transcriptionnelle dans leurs
génomes respectifs alors cette configuration est considérée comme ancestrale.

Ceci, en dehors d’être validé empiriquement (voir chapitre 13), résulte du fait que
deux génomes n’ont jamais évolué strictement indépendamment, mais partagent un an-
cêtre commun. Ils conservent donc encore un patrimoine de ce génome ancestral qui peut
se retrouver, selon l’intervalle de temps, dans l’ordre des gènes (décrit dans ce chapitre),
ou dans la synténie (section 10.3). Ce postulat doit être confronté au point de vue com-
binatoire qui nous permet d’estimer que la probabilité d’obtenir deux nombre consécutifs
égaux entre deux permutations de [1,n], avec n de l’ordre de 20000, est quasi-nulle.

Pour la comparaison de deux génomes (algorithme 8.1 et Figure 8.1), AGORA filtre
d’abord ces deux génomes pour ne retenir que les gènes présents dans leur dernier ancêtre
commun. Puis il intersecte les deux ensembles de paires de gènes consécutifs (en tenant
compte de l’orientation), et rajoute ces ensembles de paires de gènes conservées à tous les
ancêtres définis entre les deux espèces comparées. Sur cette dernière étape, il faut faire
attention à ne pas prédire de paire de gènes chez un ancêtre, si on sait qu’un gène s’est,
entre temps, inséré entre les deux gènes d’intérêt.
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Algorithme 8.1 Compare deux génomes et extrait la liste des paires de gènes conservés
Entrées: GA et GB : deux génomes à comparer.

1: Anc0 ← ancêtre commun de A et de B

2: // Filtrage des génomes GA et GB (Figure 8.1.A)
3: pour tout Espèce ancestrale Anc entre A et Anc0 faire
4: G

Anc
A

←GA filtré pour ne conserver que les gènes présents dans L
Anc
gènes

5: PAnc
A

←
⋃

g1,g2 consécutifs dans G
Anc
A

{(g1, g2), (g2, g1)}
6: fin pour
7: pour tout Espèce ancestrale Anc entre B et Anc0 faire
8: G

Anc
B

←GB filtré pour ne conserver que les gènes présents dans L
Anc
gènes

9: PAnc
B

←
⋃

g1,g2 consécutifs dans G
Anc
B

{(g1, g2), (g2, g1)}
10: fin pour
11: // Intersection des paires de gènes (Figure 8.1.C)
12: CAnc0 ← P

Anc0
A

∩P
Anc0
B

13: // Propagation des paires conservées aux ancêtres intermédiaires (Figure 8.1.D)
14: pour tout Espèce ancestrale Anc entre A et Anc0 faire
15: CAnc ←CAnc0 ∩PAnc

A

16: fin pour
17: pour tout Espèce ancestrale Anc entre B et Anc0 faire
18: CAnc ←CAnc0 ∩PAnc

B

19: fin pour
20: renvoyer C

8.2 Segments conservés

L’algorithme précédent travaille à une échelle très locale (au niveau des paires de
gènes) et manque de vue globale sur la conservation à grande échelle de deux génomes.
Or, il a été nécessaire de savoir comparer deux génomes en les alignant (par rapport à
l’ordre des gènes) pour établir des régions (des segments) d’ordre conservé. En appliquant
le même principe de parcimonie que précédemment, une région d’ordre conservé révèle
l’ordre des gènes sur des segments de chromosomes ancestraux, et on appellera ces ré-
gions des «segments conservés».

L’algorithme décrit ici travaille comme une couche supplémentaire à l’extraction de
paires de gènes conservées. La procédure est de définir des paires conservées, puis de les
fusionner pour former des segments conservés, le tout régi par deux paramètres.

Le premier, R, indique sur quelle référence de gènes effectuer la comparaison des
génomes et extraire les paires conservées. Là où l’algorithme précédent filtrait systéma-
tiquement les génomes comparés selon leur dernier ancêtre commun, nous introduisons
trois valeurs possibles (trois niveaux de sélectivité) qui permettent de moduler la strin-
gence des segments conservés :

– Rtous, la totalité des gènes : aucun filtre n’est appliqué ;
– Ranc-comm, la liste des gènes de l’ancêtre commun : on ne tient pas compte des gains

de gènes espèce-spécifiques (paramètre implicitement utilisé dans l’algorithme 8.1) ;
– Rinters, l’intersection des gènes des deux espèces : on ne tient compte ni des gains,

ni des pertes de gènes espèce-spécifiques.
Ranc-comm permet de reconstruire des segments de chromosomes ancestraux, qu’on re-

trouve dans les deux génomes comparés avec éventuellement des insertions de gènes
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espèce-spécifiques. Avec Rtous, les segments conservés désignent toujours des segments
ancestraux, mais qui, cette fois, sont restés strictement identiques dans les deux génomes.
Enfin, avec Rinters, les segments conservés ne désignent plus des segments ancestraux car
les gènes ancestraux qui ont été perdus indépendamment dans les deux génomes compa-
rés ne seront pas présents.

Le deuxième paramètre, ninsert, indique le nombre maximal d’insertions consécutives
de gènes dans chaque génome. On sait ainsi que les gènes d’un bloc se suivent tous avec
au maximum ninsert gènes insérés entre eux.

Par exemple (f, h, i, et j dans la Figure 8.2), avec des paramètres R = Rtous et ninsert = 0,
un segment de gènes identique dans deux génomes A et B mais avec une insertion de gène
spécifique dans A apparaît en deux morceaux. Avec les paramètres R = Rtous et ninsert = 1,
ou R = Ranc-comm et ninsert = 0, alors le segment apparaît un seul morceau.

L’algorithme 8.2 définit des segments initiaux à partir de paires conservées et de gènes
orthologues. Ces segments vont progressivement être fusionnés lorsqu’ils sont séparés de
moins de ninsert gènes.

Algorithme 8.2 Compare deux génomes et extrait des segments de gènes conservés
Entrées: GA et GB : deux génomes à comparer. R : paramètre indiquant quelle référence

de gènes utiliser. ninsert : nombre maximal d’insertion de gènes autorisés.
1: Construire G : la liste de gènes de référence selon R

2: // Filtrage des génomes GA et GB

3: G
′
A
←GA ∩G

4: G
′
B
←GB ∩G

5: // Segments conservées initiaux entre GA et GB

6: P ← ensemble des paires (pA, pB) conservées entre G
′
A

et G
′
B

// Segments de longueur
2

7: O ← ensemble des paires de gènes orthologues (gA, gB) entre G
′
A

et G
′
B

, non inclus
dans des paires conservées // Segments de longueur 1

8: // Fusion des segments conservés selon ninsert

9: B = P ∪O

10: tant que existent deux blocs (b1,b2) dans B, consécutifs dans G
′
A

et G
′
B

faire
11: si distA′(b1,b2)É ninsert et distB′(b1,b2)É ninsert alors
12: Fusionner les deux blocs et mettre à jour B

13: fin si
14: fin tant que
15: renvoyer B
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Les adjacences extraites à partir de l’algorithme 8.1 du chapitre précédent définissent
des ensembles de paires conservées censées appartenir aux ancêtres. Pour un ancêtre
donné, dans le cas idéal (Figure 9.1.A), toutes les paires qu’il contient sont cohérentes
entre elles, et peuvent se fusionner pour former directement des segments ancestraux.
Dans ce scénario, la reconstruction ancestrale est immédiate. Malheureusement, les
graphes d’adjacence réels (Figure 9.1.B) sont des graphes au sens général (avec des cycles
et des bifurcations). Ils sont alors éloignés de la structure biologique des chromosomes de
vertébrés. Il y a donc nécessité de définir des algorithmes de parcours de graphes pour sé-
lectionner un ensemble de chemins indépendants et sans cycles, qui pourront être assimi-
lés à des chromosomes, Ces algorithmes seront aidés par une pondération des adjacences
par le nombre de comparaisons qui les soutiennent.

Après quelques définitions, le chapitre est composé de deux sections qui proposent des
algorithmes développés dans le but d’identifier des ordres de marqueurs ancestraux. La
première opère dans le cas le plus général (section 9.2), lorsque la seule source d’infor-
mation est le résultat de la comparaison de génomes modernes. Il existe cependant des
cas particuliers où l’on dispose d’informations sur l’ordre de certains marqueurs, que l’on
souhaite fixer dès le départ. Ces contraintes imposent des modifications du cas général,
décrites dans la section suivante (section 9.3). Enfin, nous proposons une méthode de repli
lorsqu’aucune information d’adjacence n’est disponible (section 9.4).

Hormis l’orientation des marqueurs, les techniques de reconstruction d’ordre ances-
tral suivantes sont formulées dans le cadre de graphes généraux, afin de se détacher de
particularités génomiques. Pour faciliter la compréhension, on pourra assimiler les mar-
queurs à des gènes, et les chemins à des segments de chromosomes.

61





9.2. DANS UN GRAPHE SANS CONTRAINTES 63

tions génomiques. La fonction de valuation v sera systématiquement utilisée pour choisir
les «meilleurs» chemins (la définition de meilleur dépendant du contexte).

La notion de «meilleur» chemin réside dans la définition d’une fonction que l’on
cherche à optimiser. Dans nos graphes, les fonctions linéaires (comme la somme des poids
des arêtes) peuvent en général être résolues par des algorithmes de recherche de flot de
coût minimal, et donc en complexité polynomiale. Cependant, rien ne permet pas d’affir-
mer que ces fonctions sont les plus crédibles biologiquement parlant. Le cœur et l’objet du
travail ne sont donc pas la recherche d’un algorithme de complexité optimale, mais d’une
méthode de résolution compatible avec nos attentes des génomes ancestraux (plus une ad-
jacence est observée dans les espèces modernes, plus elle a de chances d’être ancestrale).
Nous avons donc en général préféré des solutions gloutonnes qui suivent le raisonnement
qu’aurait un décideur humain, et décrit les méthodes de résolution correspondantes.

9.2 Dans un graphe sans contraintes

Ce premier algorithme est utilisé lorsqu’on n’a aucun a priori sur la structure du ré-
sultat. En reprenant la formalisation introduite, le problème est simplement de définir
une partition génomique à partir du graphe d’adjacences. Le nombre de chemins (d’au
moins deux marqueurs) est alors un résultat annexe de cet algorithme, car il représente
le nombre de chromosomes reconstruits. Le reste (les singletons) sont des marqueurs
n’ayant pu être reconstruit et restant sans voisins.

Le graphe d’adjacences n’est (en général) pas directement une partition génomique
(Figure 9.1), il faut donc enlever des arêtes, et de préférence le moins possible, ou celles
avec les poids les plus faibles. L’algorithme 9.1 (illustré Figure 9.2) indexe les arêtes en
A = {ai}1ÉiÉna

selon les poids décroissants (la suite (v(ai))1ÉiÉna
est décroissante). En cas

d’égalité de poids, l’ordre des ai est arbitraire. Partant d’une partition triviale C de G

(uniquement des singletons), l’algorithme rajoute chaque arête ai à C, uniquement si elle
lie deux extrémités de chemins, en fusionnant les chemins correspondant. Comme on ne
fait qu’ajouter des liens entre extrémités de chemins, on a l’assurance que les marqueurs
ne sont présents qu’une et une seule fois chacun, et que tous les chemins de C sont gé-
nomiques. C désigne donc continuellement une partition génomique de M. L’algorithme
s’arrête lorsqu’il a essayé d’insérer toutes les arêtes.

Algorithme 9.1 Extraction d’une partition génomique dans un graphe de marqueurs
orientés, sans contraintes

Entrées: G= (
←→
M ,A,v) : un graphe pondéré.

1: C← partition triviale sur M
2: (ai)1ÉiÉna

← arêtes de A, triées par poids décroissant selon v

3: pour tout arête ai = (m1,m2) faire
4: si l’extrémité sortante de m1 et l’extrémité entrante de m2 sont libres dans C, et

qu’ils sont utilisés dans des chemins différents alors
5: Remplacer les deux chemins désignés par leur concaténation selon ai

6: fin si
7: fin pour
8: renvoyer C
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Notre solution répond aux critères suivants.

1. Il n’existe plus aucune arête liant deux extrémités de chemins différents (les che-
mins sont maximaux).

2. Chaque arête choisie a le plus haut poids possible, compte tenu des autres arêtes.
C’est-à-dire que si une arête ne peut être sélectionnée, c’est parce qu’une autre arête
de poids supérieur (ou égal) a déjà été sélectionnée.

Dans la solution actuelle, en cas d’égalité de poids, l’ordre de sélection des arêtes se
fait au hasard, alors que cela peut avoir des conséquences sur le choix des futures arêtes
(Figure 9.3). Il serait plus rigoureux de tester la meilleure combinaison d’arêtes.

L’optimal que l’on cherche à obtenir est le maximum (selon l’ordre lexicographique)
de la liste des poids des arêtes choisies triées par ordre décroissant, soit par exemple
(5,5,4,3)> (5,5,3,3,2).

L’algorithme 9.2 classe les arêtes par poids décroissants, puis les traite par ensembles
d’arêtes de même poids. Pour chaque poids, l’algorithme essaie d’insérer le maximum
d’arêtes possibles, ce qui se traduit par la recherche de cliques 1 de taille maximale (pro-
blème NP-complet) dans un graphe liant les arêtes compatibles entre elles.

1. Une clique est un sous-graphe complet, c’est-à-dire dans lequel tout sommet est lié à tous les autres.

Algorithme 9.2 Extraction d’une partition génomique dans un graphe de marqueurs
orientés, sans contraintes (traitement optimal des égalités de v)

Entrées: G= (
←→
M ,A,v) : un graphe pondéré

1: // LC contient l’ensemble des solutions possibles
2: LC ← {C0} (C0 est une partition génomique triviale de M)
3: (vi)1ÉiÉnv

← valeurs accessibles par v, triées par ordre décroissant
4: pour tout poids vi faire
5: // Liste des insertions possibles d’arêtes de poids vi

6: pour tout C ∈ LC faire
7: A ← le sous-ensemble d’arêtes a = (m1,m2) de A telles que v(a) = vi, l’extrémité

sortante de m1 et l’extrémité entrante de m2 sont libres dans C, et qu’ils sont
utilisés dans des chemins différents

8: Définir des liens sur les paires d’arêtes de A qui ont des entrées différentes, et des
sorties différentes // Ces liens lient les arêtes de A qui peuvent être sélectionnées
conjointement

9: CC ← les cliques de A de taille maximale selon ces liens
10: fin pour
11: Filtrer LC pour ne garder que les partitions qui permettent d’atteindre les plus

grands cliques (c’est-à-dire. d’insérer le maximum d’arêtes de poids vi)
12: // Construction des nouvelles solutions, en vue de la prochaine itération
13: L′

C
←;

14: pour tout C ∈ LC et clique c ∈ CC faire
15: Ajouter à L′

C
une copie de C dans laquelle les chemins correspondants à des arêtes

de c ont été concaténés
16: fin pour
17: LC ← L′

C

18: fin pour
19: renvoyer LC l’ensemble des partitions génomiques possibles sur G
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Algorithme 9.3 Extraction d’une partition génomique dans un graphe de marqueurs
orientés, avec des règles de précédence

Entrées: G= (
←→
M ,A,v) : un graphe pondéré. C0 : partition génomique de référence. f : une

fonction de sélection de chemins dans un graphe
1: I ← Ensemble des intervalles des chemins de C0

2: C← partition triviale sur M
3: tant que I 6= ; faire
4: // Choix des meilleurs chemins avec la fonction de sélection f

5: pour tout Intervalle ii = (m1,m2) dans I faire
6: Ci ← le chemin sélectionné par f parmi tous les chemins de G reliant m1 à m2 et

passant uniquement par des singletons de C (si un tel chemin existe, sinon, on
considère le chemin (m1m2))

7: fin pour
8: Compter, pour chaque singleton m de C, Nm : le nombre de chemins parmi les Ci

passant par m (sans tenir compte des extrémités)
9: // Inclure tous les chemins passant par uniquement des marqueurs n’ayant qu’un

seul point d’insertion possible
10: pour tout Intervalle ii tel que {Nm}m∈Ci

= {1} faire
11: Ajouter Ci à C

12: Retirer ii de I

13: fin pour
14: // Choisir un chemin parmi ceux contenant des marqueurs en commun
15: Choisir un chemin Ci0 contenant un marqueur en conflit
16: L ← {Ci0}
17: Ajouter à L tous les chemins C j qui partagent un marqueur avec un chemin Ci de

L (et répéter cette mise à jour de L tant que possible)
18: Associer à chaque chemin Ci ∈ L la somme des poids des arêtes entrante et sortante

des marqueurs en conflit parmi les chemins de L

19: Ajouter à C le chemin Ci1 qui maximise ce score
20: Retirer ii1 de I

21: fin tant que
22: renvoyer C

relatif des gènes qu’ils contiennent. On se servira de cette méthode quand on aura re-
construit un ordre fiable sur un sous-ensemble de gènes, et que les gènes restant (moins
fiables) doivent être inclus à l’intérieur des chemins déjà reconstruits, mais sans les re-
mettre en cause. On dispose donc d’une partition génomique C0 et on cherche à construire
une partition génomique C telle que :

1. tout chemin de C possède un unique sous-chemin dans C0 de mêmes extrémités ;

2. réciproquement, chaque chemin (non singleton) de C0 est sous-chemin d’un unique
chemin de C, de mêmes extrémités.

Autrement dit, ce sont les singletons de C0 qui vont être insérés dans les chemins (de taille
Ê 2) de C0. Nous avons voulu mimer le comportement humain en travaillant, d’abord, in-
dépendamment sur tous les intervalles, avant de résoudre d’éventuelles incompatibilités.

Notre solution (algorithme 9.3, illustré Figure 9.4) dépend principalement de la dé-
finition d’une fonction f de sélection de chemins. Cette fonction est appelée pour chaque
intervalle de marqueurs de référence, et sélectionne un chemin, parmi tous les chemins
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possibles de singletons, liant les deux marqueurs de l’intervalle. Cependant, comme cette
fonction de sélection est appelée indépendamment pour chaque intervalle, elle peut faire
intervenir le même marqueur dans deux chemins différents (on dit que ce marqueur est
en conflit). Il est donc nécessaire de rajouter une protection qui va choisir quel est le che-
min le plus probable pour chaque marqueur en conflit. Là encore, nous utilisons les poids
des arêtes en calculant pour chaque chemin la moyenne du poids de l’arête entrante au
marqueur en conflit, et de son arête sortante. Le chemin qui maximise ce score est sélec-
tionné, et l’autre chemin est recalculé (nouvel appel de f, qui ne pourra donc plus utiliser
le marqueur précédemment en conflit).

Cinq implémentations de f sont proposées, et permettent de paramétrer la méthode
suivant les données disponibles :

1. prendre le chemin le plus long ;

2. prendre le chemin le plus court ;

3. maximiser la somme des poids des arêtes ;

4. maximiser la moyenne des poids des arêtes ;

5. maximiser les poids des arêtes choisies (comme dans la section 9.2).

9.3.3 Arêtes fixées et règles de précédence

Ici, on connaît à la fois l’ordre de certains marqueurs (contigus) et l’ordre d’autres mar-
queurs (non forcément contigus). Il faut fusionner les deux sources de données pour avoir
un unique ensemble de chemins. On se servira de cette méthode quand on aura recons-
truit l’ordre de sous-ensembles de gènes (séparément) et qu’on doit insérer un ensemble
dans l’autre.

On dispose donc de deux ensembles génomiques de chemins, C1 et C2, C1 ne contenant
pas de singletons, et C1 ∪C2 devant être une partition génomique. On veut insérer les
chemins de C2 dans C1 pour créer une partition génomique C. La solution répondra aux
deux critères suivants.

1. Les chemins de C1 sont des sous-chemins des chemins C.

2. Les chemins de C2 sont des fragments des chemins C.

Le problème est donc de trouver un couplage entre toutes les extrémités des mar-
queurs de C1, et les extrémités des chemins de C2, ce qui définira les points d’insertion
des chemins de C2 dans C1.

L’algorithme 9.4 (illustré Figure 9.5) associe à chaque marqueur d’un chemin de C1,
et pour chacune de ses extrémités, les chemins de C2 auxquels il pourrait être lié. La
contrainte est qu’évidemment, on ne peut inclure qu’un seul chemin à chaque extrémité
de marqueur, et qu’un chemin ne peut être inséré qu’à un seul endroit. La liste des inser-
tions possibles est considérée par ordre décroissant des poids des arêtes, et on effectue les
inclusions qui sont compatibles avec les deux règles précédentes (les autres ayant donc
été supplantées par d’autres insertions, de poids supérieur).

9.4 Sans information d’adjacence

Cette dernière méthode est utilisée lorsqu’on a épuisé toutes les informations des
graphes. Ceci servira par exemple si on a identifié des groupes de chemins, chaque groupe
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Algorithme 9.4 Extraction d’une partition génomique dans un graphe de marqueurs
orientés, avec règles de précédence et arêtes fixées

Entrées: G = (
←→
M ,A,v) : un graphe pondéré. C1 et C2 : un ensemble de chemins géno-

miques de référence tels que C1 ∪C2 est une partition génomique.
1: C←C1 // représente la partition génomique que l’on construit
2: Rm ←; // contient les chemins de C2 insérés dans C
3: Rc ←; // contient les extrémtiés des chemins de C liées à des chemins de C2

4: A ← arêtes (m1,m2) de G telles que m1 est dans un chemin de C1 et m2 est une extré-
mité de chemin de C2

5: // Test des jonctions possibles
6: pour tout arête (m1,m2) ∈ A, choisies par poids décroissant faire
7: c2 ← chemin de C2 commençant en m2

8: si c2 ∉ Rc et m1 ∉ Rm alors
9: Insérer c2 à côté de m1 dans le chemin correspondant dans C

10: Ajouter c2 à Rc

11: Ajouter m1 à Rm

12: fin si
13: fin pour
14: renvoyer C

correspondant à un chromosome, mais sans que l’ordre des chemins dans les groupes ne
soit connu. Le but est donc d’ordonner chaque groupe de chemins.

Formellement (pour un chromosome), on dispose d’une partition génomique C = {ci},
et on veut construire un chemin génomique c tel que tous les ci en seront des fragments.
Comme plus aucune information d’adjacence n’est disponible, nous demandons la défini-
tion d’une fonction de distance d entre les chemins, pour pouvoir invoquer une méthode
de résolution (globale) par le voyageur de commerce (chapitre 4).

Dans l’instanciation du voyageur de commerce, les villes correspondront aux chemins
de C et seront donc orientées, ce qui modifie légèrement la formulation du problème. En
fait, il suffit de décomposer chaque chemin ci en entrée c−

i
et sortie c+

i
, et de demander que

la solution fasse intervenir les deux extrémités de chaque segment à la suite. Par exemple,
pour trois chemins −→c1, −→c2, et −→c3, il faut que la solution soit du type c−1 c

+
1 c

−
2 c

+
2 c

−
3 c

+
3 =

−→c1
−→c2
−→c3

et non du type c−1 c
−
2 c

+
3 c

+
1 c

−
3 c

+
2 .

Le point crucial est donc de définir une fonction d : C± 7→ R
+ qui estimera la distance

entre deux extrémités de chemins, et qui favorise fortement les jonctions (c−
i
,c+

i
). Pour

cela, on pose sur la fonction de distance d les conditions suivantes 2 :

∀ i, d(c+i ,c−i )= d0 (9.1a)

∀ i1 6= i2, d0 < d(c+i1
,c−i2

) (9.1b)

∀ i1 6= i2, d(c+i1
,c−i2

)+d0 <

{

d(c+
i1

,c+
i2

)

d(c−
i1

,c−
i2

)
< d(c−i1

,c+i2
)−d0 (9.1c)

où d0 est une constante qui sert à étalonner d (qui est bien évidemment symétrique). La
dernière équation est une inégalité triangulaire appliquée à l’orientation des chemins (de

2. La deuxième équation est écrite dans le cas où la configuration optimale est −→ci1
−→ci2 .
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manière générale, d ne doit pas vérifier l’inégalité triangulaire pour que l’on puisse ap-
pliquer le voyageur de commerce). On veillera donc à bien définir d selon ces contraintes,
pour que les chemins soient correctement orientés dans la solution.
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Par opposition avec le chapitre 8, on pourrait appeler ce chapitre «comparaison de n

génomes», puisqu’ici on va combiner le résultat des comparaisons obtenues sur des paires
d’espèces pour produire un unique résultat intégré reflétant la structure du génome an-
cestral. Ce processus d’intégration se déroule en deux étapes principales. L’ordre ancestral
des gènes est d’abord reconstruit en appelant successivement les méthodes décrites au
chapitre précédent avec comme matériel d’entrée une liste de paires de gènes conservées.
Cette étape génère des contigs de gènes adjacents chez l’ancêtre, et ceux-ci sont ensuite
assemblés en «scaffolds» en utilisant une définition de l’adjacence plus relâchée. Enfin,
nous présentons deux méthodes qui ne se fondent pas sur la notion d’adjacence, mais sur
la synténie (appartenance au même chromosome) et l’éloignement pour (respectivement)
regrouper des contigs en chromosomes, et ordonner des contigs dans un chromosome. Les
algorithmes présentés ici travaillent indépendamment sur chaque ancêtre, évitant ainsi
de propager des erreurs entre les nœuds de l’arbre. De plus, les valeurs des paramètres
des programmes ne sont pas encore spécifiées, car elles feront l’objet d’une optimisation
dans un chapitre suivant (chapitre 13).

10.1 Ordre ancestral des gènes – Assemblage en
contigs

Dans cette première étape, on extrait d’abord l’ensemble des paires de gènes conser-
vées entre toutes les paires de génomes. Les résultats de chaque ancêtre sont stockés dans
un multi-ensemble. Un multi-ensemble permet d’associer à chaque paire de gènes conser-
vée dans un ancêtre donné le nombre de comparaisons d’espèces modernes dans lesquelles
cette paire a été observée. Pour un ancêtre A donné, en notant n0 le nombre d’espèces ex-
térieures (outgroups) et ni (i Ê 1) le nombre d’espèces qui descendent de A (dans chaque
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sous-arbre), le nombre de comparaisons est compris entre 0 et
∏

i 6= j nin j sauf si la paire
de gène se duplique dans un génome, auquel cas ce nombre peut augmenter.

On peut appliquer les algorithmes d’extraction de chemins génomiques dans des
graphes (présentés au chapitre 9) en utilisant les gènes comme marqueurs, et les paires
de gènes conservées comme arêtes. Nous avons toutefois défini deux protocoles standards
pour la reconstruction.

Le premier est d’utiliser l’ensemble des paires de gènes conservées en une seule passe,
pour produire un jeu de contigs 1 et un ensemble de singletons. C’est l’approche la plus
simple, qui fonctionne très bien en théorie mais affiche quelques limitations en pratique
à cause de certains gènes (chapitre 13). Le deuxième protocole utilise un jeu de gènes
dits robustes (voir sous-section 7.3.3 et sous-section 7.3.2) pour une reconstruction tout
d’abord à basse résolution des chromosomes ancestraux, avant de rajouter le reste des
gènes. Cette version est donc appelée multi-passes et produit une classe particulière de
contigs, supportés par les gènes robustes : les supercontigs.

Plus précisément, le premier protocole («protocole 1-passe») consiste en l’application
de l’algorithme 9.1 (appelé ici de-novo) sur l’ensemble des paires de gènes conservées (al-
gorithme 8.1). Le deuxième protocole («protocole multi-passes») se décompose en 4 étapes
(Figure 10.1) nommées de-novo, affinage, fusion et insertion. de-novo correspond en fait
à un protocole 1-passe (algorithme 9.1), mais cette fois effectué sur un sous-jeu de gènes,
dits robustes, identifiés par un des algorithmes 7.3 ou 7.2. On dispose alors d’une architec-
ture de supercontigs basée uniquement sur des familles robustes, et dans lesquels il faut
insérer les gènes non-robustes (le rôle des trois étapes restantes). Tout d’abord, l’étape
d’affinage insère les gènes non-robustes lorsqu’ils permettent de créer des chemins d’ad-
jacence entre les gènes robustes (algorithme 9.3). Puis les gènes non-robustes restants
sont fusionnés avec, encore, l’algorithme 9.1, mais cette fois restreint à l’ensemble des
gènes exclus des contigs. Enfin, ces contigs de gènes non-robustes sont réinsérés dans les
supercontigs grâce à l’algorithme 9.4. C’est uniquement à la fin de cette quatrième étape
que toutes les paires reconstruites dans la version 1-passe le sont aussi (Figure 10.2).

Une des limites de la méthode de reconstruction AGORA est qu’elle utilise des in-
formations d’adjacence stricte. Ainsi, un chromosome quasi identique entre deux espèces
dans lequel il manque une paire de gènes conservée, sera reconstruit en deux contigs
dans leur dernier ancêtre commun. Les familles robustes sélectionnées désignent un sous-
ensemble des gènes pour lesquels l’ordre (et sa conservation) est moins sensible aux arte-
facts d’annotation et aux micro-réarrangements affectant une seule paire de gène. Ainsi,
le protocole multi-passes offre une chance de reconnaître la conservation de l’ordre à une
plus grande échelle, et donc de fusionner des contigs du protocole 1-passe. En revanche, il
n’a aucun effet sur les contigs composés uniquement de familles non-robustes qui restent
identiques dans les deux protocoles.

On remarquera que la première étape du protocole multi-passes est en fait un proto-
cole 1-passe appliqué sur les gènes robustes. On peut donc imaginer imbriquer plusieurs
protocoles multi-passes, sur plusieurs niveaux de robustesse. L’existence des deux proto-
coles permet à AGORA de s’adapter aux marqueurs (leur qualité et leur nombre) utilisés
pour la comparaison des génomes. Pour les reconstructions AGORA chez les vertébrés
(chapitre 13), nous avons testé dans des simulations une reconstruction 1-passe sur l’en-
semble des gènes, et des reconstructions multi-passes en utilisant à chaque fois un seul
sous-ensemble de gènes robustes, pour définir les reconstructions optimales.

1. Le terme contig est utilisé par analogie avec le séquençage d’un génome, où un contig désigne un
segment de séquence contigu dans le génome.
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décrites avec les gènes : intersecter les ensembles d’adjacences des génomes modernes
pour extraire des adjacences conservées, et utiliser ces adjacences conservées pour re-
construire des contigs de contigs (des scaffolds 2). Là encore, le protocole multi-passes
peut apporter un avantage en échafaudant d’abord une ossature de reconstruction. Pour
cela, nous avons défini deux méthodes de sélection de contigs «robustes» sur des concepts
similaires aux gènes robustes.

length Étant donné une taille de contigs limite lmin, on sélectionne pour chaque ancêtre
les contigs de taille supérieure ou égale à lmin.

proportion Étant donné une proportion p (0 < p < 100), on sélectionne les contigs par
ordre décroissant de taille, jusqu’à englober p% des gènes ancestraux.

Algorithme 10.1 Extraction des adjacences de contigs ancestraux
Entrées: G : le génome d’une espèce moderne. C : l’ensemble des contigs d’un ancêtre.

la : la taille des ancres
1: // Alignement des contigs sur le génome de l’espèce moderne
2: B ← blocs conservés entre G et C, identifiés avec l’algorithme 8.2 avec les paramètres

R = Rinters et ninsert = 0, et de taille Ê la.
3: pour tout contig c de C faire
4: Trouver Bc− et Bc+ (parmi

←→
B ) les blocs les plus proches de chaque extrémité de c

(éventuellement le même si c a été aligné à un seul endroit).
5: Définir Bc

+ = Bc− et Bc
− = Bc+

6: fin pour
7: // On parcourt les blocs consécutifs alignés pour détecter les adjacences
8: A ←;

9: pour tout paire de blocs (b1,b2) de B, consécutifs dans G faire
10: // L’ensemble rajouté à A contient au plus 1 élément
11: A ←A ∪

{

(c1,c2) ∈
←→
C 2 tels que b1 = Bc+1

et b2 = Bc−2

}

12: fin pour
13: renvoyer A

10.3 Synténie ancestrale – Assemblage en chromosomes

Une fois les scaffolds obtenus, l’information d’adjacence (stricte ou relâchée) entre
gènes (ou contigs) est nécessairement épuisée. Pour établir un ordre entre les scaffolds, il
est donc indispensable de faire intervenir une mesure plus relâchée que la notion d’ordre
strictement conservé. Cette mesure tient compte de la conservation de synténie (liaison
physique sur un même chromosome) entre scaffolds, qui permet à son tour d’estimer la
synténie ancestrale. Comme cet algorithme ne s’applique pas uniquement sur des scaf-
folds, mais aussi sur des contigs, et que les scaffolds sont des contigs de contigs, nous
utiliserons le terme contigs dans la suite du texte.

La conservation de synténie (voir introduction) ne reflète pas nécessairement une
conservation de l’ordre des marqueurs dont la synténie est conservé, mais simplement
leur regroupement – dans l’espace du génome – sur un même chromosome. Cette mesure

2. Là encore, le terme scaffold fait référence au séquençage d’un génome, où un scaffold est un ensemble
de contigs ordonnés, orientés, mais non contigus.
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A :

B :

FIGURE 10.5 – Schéma de fonctionnement de walktrap. A : Données brutes de liens entre
contigs. Les cercles indiquent les contigs qui doivent être clusterisés, colorés par un code
indiquant le chromosome principal (d’une espèce moderne de référence) dont ils sont is-
sus. Les liens relient les contigs ayant une probabilité de synténie ancestrale plus grande
qu’un seuil arbitraire. B : Clusters définis par walktrap, représentés par les 22 regroupe-
ments circulaires, chacun équivalent à un chromosome ancestral. Les arêtes sont désor-
mais concentrées à l’intérieur des chromosomes.
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Algorithme 10.2 Regroupement d’un ensemble de contigs en chromosomes ancestraux
Entrées: A : arbre phylogénétique des espèces. {Ge} : l’ensemble des génomes de chaque

espèce moderne, notée e. Anc, l’ancêtre sur lequel on travaille. C : l’ensemble des
contigs de Anc à regrouper en chromosomes. p : seuil de sensibilité (0< p É 1).

1: // Associations contig ↔ chromosomes d’espèces modernes
2: pour tout c ∈C faire
3: pour tout espèce moderne e faire
4: l ← liste des chromosomes de e, qui contiennent chacun au moins 2 gènes de c

5: n ← nombre de gènes de c présents sur un chromosome de l

6: Lc,e ← sous-ensemble minimal de chromosomes de l, qui contient pn gènes de c

(éventuellement ;)
7: fin pour
8: fin pour
9: // Graphe contenant les probabilités de synténie ancestrale

10: Définir un graphe G= (C,A,v) non orienté, pondéré, et initialement vide (A=;)
11: pour tout (c1,c2) ∈C2, c1 6= c2 faire
12: // Calcul de la probabilité de synténie ancestrale
13: pour tout espèce moderne e faire
14: si Lc1,e 6= ; et Lc2,e 6= ; alors

15: Définir Se =

{

1 si Lc1,e ∩Lc2,e 6= ;

0 sinon
16: fin si
17: fin pour
18: S′ ← interpolation (Équation 6.1) des Se sur A

19: si S′
Anc est défini alors

20: Rajouter l’arête {c1,c2} à A

21: Définir v({c1,c2})= S′
Anc

22: fin si
23: fin pour
24: renvoyer Regroupement effectué par walktrap du graphe G

nue. Nous préférons cependant garder des valeurs continues car walktrap utilise les poids
des arêtes pour guider son choix, sans toutefois le forcer. Ainsi, même si on mettait direc-
tement le résultat de l’inférence de caractère dans le graphe donné à walktrap (des 1 et
des 0), rien ne garantirait que les ensembles donnés en résultat seraient totalement com-
patibles avec (il faudrait pour cela que le graphe soit une union disjointe de graphes com-
plets). D’autre part, avec des 1 et des 0, on perd toute information de confiance dans les
synténies ancestrales (information que l’on retrouve dans la probabilité ancestrale inter-
polée). Néanmoins, il est envisageable d’utiliser l’information de confiance renvoyée par
un programme d’inférence de caractère et cela fait partie des développements possibles
de la méthode AGORA (voir discussion).

10.4 Ordre des contigs sur un chromosome

Dans le résultat de walktrap, chaque chromosome ancestral est un ensemble de
contigs. Chaque chromosome est donc désigné par les contigs qu’il contient, sans informa-
tion sur l’ordre de ces contigs à l’intérieur du chromosome. La méthode de la section 9.4
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permet d’ordonner des contigs que l’on sait appartenir à un même chromosome, en mo-
délisant un problème de voyageur de commerce, à condition de définir une distance d

entre les contigs. On rappelle que, de plus, d doit vérifier les inégalités exprimées dans
l’Équation 9.1 pour que concorde puisse orienter les contigs.

Algorithme 10.3 Définition dans un génome moderne d’une distance d entre contigs
Entrées: G : le génome d’une espèce moderne. C : l’ensemble des contigs à unifier dans

un seul chemin. la : la taille des ancres.
1: B ← blocs conservés entre G et C, identifiés avec l’algorithme 8.2 avec les paramètres

R = Rinters et ninsert = 0, et de taille Ê la.
2: pour tout contig c de C faire
3: Trouver Bc− et Bc+ (parmi

←→
B ) les blocs les plus proches de chaque extrémité de c

(éventuellement le même).
4: fin pour
5: G

′ ←G écrit uniquement à partir de {Bc− ,Bc+}c∈C
6: pour tout (c1,c2) ∈C2, c1 6= c2 faire
7: Extraire les positions dans G

′ de Bc1
+ , Bc1

− , Bc2
+ , Bc2

−

8: pour tout paire d’extrémités (c∗1 ,c∗2) faire

9: Définir dc∗1 ,c∗2
=

{

∞ si les extrémités sont sur deux chromosomes différents

(nombre d’intervalles les séparant) sinon
10: fin pour
11: si les dc∗1 ,c∗2

ne vérifient pas l’Équation 9.1 alors
12: Remplir les d(c∗1 ,c∗2) avec ∞

13: fin si
14: fin pour
15: renvoyer d

Algorithme 10.4 Ordre ancestral de contigs selon la méthode du voyageur de commerce
Entrées: A : arbre phylogénétique des espèces. {Ge} : le génome de chaque espèce mo-

derne e. Anc, l’ancêtre sur lequel on travaille. C : l’ensemble des contigs de Anc à
unifier dans un seul chemin. la : la taille des ancres.

1: pour tout espèce moderne e faire
2: Définir de la fonction de distance spécifique à e, avec l’algorithme 10.3 avec

(Ge, C, le) en paramètre.
3: fin pour
4: Définir d :C±2

7→R
+ par :

5: pour tout c ∈C faire
6: d(c−,c+)= d(c+,c−)= 0
7: fin pour
8: pour tout (c∗1 ,c∗2) ∈C±2, c1 6= c2 faire
9: d ← interpolation (Équation 6.1) des de(c∗1 ,c∗2) sur A

10: Définir d(c∗1 ,c∗2)
11: fin pour
12: renvoyer le résultat de la résolution du voyageur de commerce (par concorde)

L’algorithme 10.3 (Figure 10.6) permet de définir une distance entre les contigs pour
une espèce moderne e donnée. Il est sur le début très similaire à l’algorithme 10.1 car
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il cherche aussi à positionner les extrémités de chaque contig de C. Après, on réduit le
génome de l’espèce moderne à une suite d’extrémités de contigs et on définit une distance
de entre deux extrémités en comptant le nombre d’intervalles qui les séparent. On ne
tient pas compte des paires de contigs pour lesquels les distances calculées ne satisfont
pas l’Équation 9.1, car cela signifie que les contigs correspondants sont mélangés et qu’il
est impossible sur ce génome moderne de définir des distances. On espère alors que dans
d’autres génomes, on sera capable de les comparer. Ensuite, avec l’algorithme 10.4, il suffit
pour chaque paire d’extrémités de contigs d’interpoler les distances de pour avoir une
estimation de la distance ancestrale entre ces deux extrémités. Concorde peut alors être
appelé pour ordonner les extrémités de contigs, et donc les contigs eux-mêmes, si d a été
définie correctement, pour donner l’ordre ancestral des contigs au sein d’un chromosome
ancestral.
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Les duplications de génomes (introduites en section 2.4) laissent des marques indé-
lébiles dans les génomes et sont identifiables grâce aux relations de paralogie entre les
gènes. Dans un génome ayant subi une duplication complète, toute région possède une ré-
gion paralogue. Identifier de telles paires de régions permet de décrire une unique région
pré-duplication, et donc de reconstruire des fragments d’un génome ancestral (l’ordre des
gènes n’est généralement pas prédictible). Deux approches permettent ceci, à des niveaux
de résolution différents :

– l’identification directe de paires de régions liées par des paires de gènes ohnologues
(les fragments ancestraux reconstruits ne contiennent alors que des paires de gènes
ohnologues) ;

– l’identification de synténie dédoublée grâce à un génome n’ayant pas subi la dupli-
cation (on peut ici inclure dans la version ancestrale des gènes conservés en une
seule copie).

Il n’existe pas d’implémentation générique de ces deux méthodes. Nous avons donc déve-
loppé de nouveaux programmes pour les inclure dans AGORA, en suivant les raisonne-
ments déjà décrits dans des articles, et en les adaptant pour les rendre compatibles avec
les scénarios d’utilisation d’ AGORA.

Comme un événement de duplication se produit sur une branche de l’arbre phylo-
génétique, les paralogues issus d’une duplication sont identifiés en comparant les listes
de gènes ancestraux du nœud précédant la duplication au nœud qui la suit. Si sur la
branche considérée se sont produites plusieurs duplications complètes successivement,
on ne pourra alors pas les distinguer. De plus, en raison des difficultés à identifier pré-
cisément les nœuds de duplication (sous-section 13.2.1), on préfèrera utiliser les nœuds
terminaux à la place du nœud suivant la duplication. Enfin, par abus de langage, un gé-
nome non-dupliqué désignera un génome qui n’a pas subi la (les) duplication complète
que l’on étudie.
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11.1 Sans espèce non-dupliquée

La Figure 11.1 (tirée de Nakatani et al. [2007]) montre le processus de reconstruction
que nous allons mettre en place (la figure se place dans le contexte des deux duplica-
tions complètes de génome chez les vertébrés). En A est représentée la comparaison de 8
chromosomes post-duplication (issus de 2 chromosomes pré-duplication). Initialement, les
gènes sont toujours en quatre copies, et dans le même ordre le long des chromosomes. On
peut facilement grouper les chromosomes par paquets de 4, chaque paquet indiquant un
chromosome pré-duplication. Au fur et à mesure du temps (de B à D), les réarrangements
remodèlent l’ordre des gènes dans les chromosomes, puis entre les chromosomes, jusqu’à
arriver à un mélange de fragments des chromosomes initiaux post-duplication (amplifié
par une numérotation imprévisible des chromosomes de l’espèce moderne). À ce moment,
les paquets initiaux de 4 chromosomes sont fragmentés en de nombreux segments (plus
que 4, en général) éparpillés sur le génome. La procédure de reconstruction doit remonter
le temps tout d’abord (E) en identifiant ces segments humains liés par des ohnologues,
et donc fragments de chromosomes ancestraux. Cela implique une étape de découpage
du génome humain en segments non-réarrangés (découpage du chromosome 1 en 1a, 1b,
et 1c dans l’exemple de E). Un clustering (F) peut regrouper les segments humains liés
par des ohnologues, ce qui va permettre de reformer les paquets assimilables aux chro-
mosomes pré-duplication. Enfin (G), il est possible, dans chaque paquet, de répartir les
nombreux segments qui le composent en 4 sous-paquets, chacun d’entre eux formant un
chromosome post-duplication, sous le postulat qu’un chromosome post-duplication ne pos-
sède pas d’ohnologues avec lui-même, mais avec les 3 autres.

La méthode que nous voulons mettre en place doit être capable de gérer d dupli-
cations complètes successives, en utilisant un génome dupliqué non nécessairement mo-
derne (pour les reconstructions liées aux 2R, nous allons utiliser l’ancêtre Amniota comme
base), et potentiellement fort fragmenté. La procédure de reconstruction est donc composé
des trois étapes suivantes, chacune décrite dans une sous-section.

1. Découper le génome de l’espèce dupliquée en fragments non-réarrangés, selon la
propriété qu’un segment non-réarrangé est lié à des ohnologues uniformément sur
sa longueur, et qu’à l’inverse, la juxtaposition de deux segments d’origines pré-
duplication différentes aura une distribution des ohnologues différentes selon les
côtés.

2. Clusteriser avec walktrap les segments de l’espèce dupliquée liés par des ohnologues
pour reformer les chromosomes pré-duplication.

3. Au sein de chaque cluster, reformer 2d sous-paquets, correspondant aux chromo-
somes post-duplication en maximisant pour chaque sous-paquet le nombre d’oh-
nologues avec les 2d −1 autres sous-paquets, et en minimisant le nombre d’ohno-
logues intra-sous-paquet. La méthode de Nakatani et al. [2007] consiste en un test
de toutes les partitions possibles en 2d ensembles, pour identifier la configuration
optimale. Cette approche est en complexité exponentielle, et fonctionnait dans leur
cas car le nombre de segments par cluster était d’au maximum 20. Nous aurons à
traiter plusieurs centaines de fragments, et avons donc du modifier l’implémenta-
tion de cette étape de la reconstruction.

11.1.1 Découpage d’un génome dupliqué
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FIGURE 11.1 – Reconstruction de génomes pré- et post-duplication uniquement sur la
base d’ohnologues (figure tirée de Nakatani et al. [2007]). La colonne de gauche (de haut
en bas) décrit l’évolution de deux chromosomes après deux duplications complètes. La
colonne de droite (de bas en haut) reprend les mêmes étapes, mais en remontant le temps
à partir du génome humain, jusqu’à reconstruire les génomes ancestraux pré- et post-
duplication. Les cases coloriées en rouge lient des segments de chromosomes liés par
significativement beaucoup d’ohnologues. (voir texte pour des explications détaillées)
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Algorithme 11.1 Découpage d’un génome en ohnologons

Entrées: G
D : le génome de l’espèce à découper. Lpara : la liste des paires de gènes oh-

nologues de G
D . pmin : le seuil de probabilité en dessous duquel on considère que la

distribution des gènes ohnologues est différente.
1: R ←; // Contient la liste des intervalles découpés au maximum
2: pour tout chromosome c de G

D faire
3: S ←

{(

1,
∣

∣G
D
c

∣

∣

)}

// Contient la liste des intervalles à essayer de découper
4: tant que S 6= ; faire
5: Retirer un élément de (x1, x2) de S

6: pour tout x1 É x < x2 faire
7: pour tout chromosome c′ de G

D faire
8: n1,c′ ← nombre de gènes de G

D
c,x1→x ayant un ohnologue sur c′ d’après Lpara

9: n1,c′ ← nombre de gènes de G
D

c,x+1→x2
ayant un ohnologue sur c′ d’après Lpara

10: fin pour
11: s1 ←

∑

c′ n1,c′

12: s2 ←
∑

c′ n2,c′

13: // Critère de Cochran
14: C ← chromosomes c′ tels que (n1,c′ +n2,c′)min(s1, s2)/(s1 + s2)> 5
15: px ← probabilité d’indépendance des échantillons n1,c′ et n2,c′ (pour c′ ∈ C)

selon le test du χ2

16: fin pour
17: si minx{px}< pmin alors
18: // Le minimum est atteint en x∗

19: S ← S∪ {(x1, x∗), (x∗+1, x2)}
20: sinon
21: // Aucune coupure n’est pertinente
22: R ← R∪ {(c, x1, x2)}
23: fin si
24: fin tant que
25: fin pour
26: renvoyer R

La première étape de la méthode permet de démêler les réarrangements récents en
utilisant la distribution des gènes ohnologues.

En effet, d’après la Figure 11.1.D, les segments humains d’origine pré-duplication
«bleue» sont liés entre eux par des ohnologues, tout comme les segments d’origine «rose»,
mais aucun ohnologue ne relie un segment rose à un segment bleu. Ainsi, un chromosome
humain qui contient deux segments d’origine rose et bleue a ses gènes ohnologues qui se
distribuent de manière différentielle selon les deux segments, et nous pouvons utiliser ce
signal pour les délimiter.

L’algorithme 11.1 scanne chaque chromosome de l’espèce dupliquée est essaie de le
découper en deux, en utilisant un test de χ2 (associé à un seuil de significativité pmin)
pour identifier une différence de répartition des gènes ohnologues. Si un chromosome est
découpé, l’algorithme recommence la procédure sur chacun des deux intervalles créés, au
cas où il faudrait découper le chromosome en plus de deux segments. Le résultat est une
partition de chaque chromosome en intervalles.
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11.1.2 Appariement en chromosomes pré-duplication

Algorithme 11.2 Groupement de segments de chromosomes modernes en chromosomes
pré-duplication
Entrées: G : le génome de l’espèce à découper. Lpara : la liste des paires de gènes ohno-

logues de G .
1: R ← Résultat de l’algorithme 11.1
2: Définir un graphe complet G = (R, A,v) non orienté, pondéré, de poids non spécifiés
3: ng ← nombre de gènes de G ayant un ohnologue dans Lpara

4: p ←|Lpara|/(ng(ng −1))
5: pour tout (s1, s2) ∈ R2, s1 6= s2 faire
6: n1,2 ← nombre de ohnologues entre les segments s1 et s2 de G , d’après Lpara

7: Définir v({s1, s2}) = probabilité d’après une loi binomiale B(|s1||s2|; p) d’avoir plus
de n1,2 ohnologues entre s1 et s2

8: fin pour
9: Appeler walktrap sur G

10: renvoyer Regroupement effectué par walktrap du graphe G

Dans un deuxième temps donc, il faut rassembler les segments de chromosomes ohno-
logues. Pour cela, il suffit de définir une mesure de similarité entre segments (partagent-
ils beaucoup de gènes ohnologues ?) et de les clusteriser en fonction de cette mesure.

L’algorithme 11.2 calcule d’abord le taux moyen de paires d’ohnologues entre deux seg-
ments. Le reste de l’algorithme consiste à comparer pour chaque segment le nombre d’oh-
nologues qui les relient au nombre attendu selon une distribution uniforme des paires,
pour établir une mesure qui permettra, grâce à walktrap, de les clusteriser en chromo-
somes pré-duplication. Nous avons choisi comme mesure − log p, où p est la probabilité
issue d’un test de conformité à une loi binomiale (paramétrée par le taux moyen d’ohno-
logues).

11.1.3 Séparation en chromosomes post-duplication

Grâce à la section précédente, nous disposons de chromosomes pré-duplication, et il
reste à les séparer en 2d paquets pour disposer des chromosomes post-duplication. Le but
est donc de trouver (Figure 11.1.H.), pour chaque chromosome pré-duplication, la parti-
tion en 2d ensembles qui maximise une répartition des ohnologues entre les ensembles
(zone rouge sur la figure), et minimise une répartition interne des ohnologues dans les
ensembles (zone verte sur la figure).

Le sélection de la meilleure partition se fait avec un test exact de Fisher. Pour chaque
partition (P1 . . .Pk), nous appliquons ce test statistique sur une table de contigence 2x2
définie comme :

( ∑

i 6= j npara(Pi,P j)
∑

i 6= j |Pi||P j|
∑

i npara(Pi,Pi)
∑

i |Pi|
2

)

où |Pi| désigne somme des tailles des segments inclus dans Pi, et npara renvoie le nombre
d’ohnologues entre deux ensembles.

Une probabilité proche de 0 indique que les paralogues sont répartis très différemment
d’une distribution uniforme, et que donc les Pi contiennent peu d’ohnologues et les paires
(Pi,P j) en contiennent beaucoup. Plus proche de 0 est la probabilité, plus la répartition
des ohnologues est baisée, et plus la partition est considérée comme optimale.
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L’algorithme doit tester les partitions possibles des n segments en 2d ensembles. Le
nombre de partitions possibles de n objets en k ensembles (n Ê k) est appelé nombre de

Stirling de deuxième espèce et est noté S(n,k) ou

{

n

k

}

.

Il est défini par la relation de récurrence

{

n

k

}

=

{

n−1
k−1

}

+k

{

n−1
k

}

avec

{

n

n

}

=

{

n

1

}

= 1

La formule générale donne

{

n

2

}

= 2n−1 −1 et

{

n

4

}

=
1
6

(4n−1 −1)−
1
2

(2n−1 −3n−1)

Ces nombres augmentent très rapidement avec n :

{

50
2

}

≈ 5 ·1014 et

{

50
4

}

≈ 5 ·1028

Dans le cas général, un test explicite de toutes les combinaisons n’est donc pas possible
et nous avons choisi une heuristique gloutonne pour parcourir une partie de l’ensemble
des solutions. L’algorithme choisit les meilleures solutions possibles avec les fragments les
plus longs (ceux-ci donnent le contenu principal de chaque chromosome post-duplication)
puis rajoute par vagues les fragments suivants par ordre décroissant de taille.

L’approche gloutonne sélectionne les m1 fragments de chromosomes les plus longs,
en teste toutes les combinaisons (il y en a

{m1
2d

}

), et conserve les s meilleures. Puis, des
paquets de m2 fragments sont ajoutés successivement, en testant les (2d)m2 combinaisons
possibles, et en sélectionnant les s meilleures, et ainsi de suite, jusqu’à avoir ajouté tous
les fragments. Le résultat est donc une partition des segments en chromosomes post-

Algorithme 11.3 Groupement de segments de chromosomes modernes en chromosomes
post-duplication
Entrées: G : groupes (pré-duplication) de segments de chromosomes. m1 : nombre de

segments à combiner parmi les plus longs. m2 : nombre de segments à rajouter à
chaque itération. s : nombre de partitions à garder d’une itération à l’autre. d : nombre
de duplications à parcourir.

1: Retirer les m1 segments les plus longs de G et les stocker dans L

2: pour tout Partition en P = (P1 . . .P2d ) de L faire
3: pP ← probabilité d’indépendance de la table de contigence associée à P selon un

test exact de Fisher
4: fin pour
5: S ← s meilleures partitions selon p

6: tant que G 6= ; faire
7: Réinitialiser p

8: Retirer les m2 segments les plus longs de G et les stocker dans L

9: pour tout I ∈ [1,2d]m2 et P ∈ S faire
10: pour tout 1É i É m2 faire
11: Rajouter le i-ème segment de L à PI i

12: fin pour
13: pP ← probabilité d’indépendance de la table de contigence associée à P selon un

test exact de Fisher
14: fin pour
15: S ← s meilleures partitions selon p

16: fin tant que
17: renvoyer Meilleure partition de S
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duplication.

11.2 Avec espèce non-dupliquée

L’usage de la synténie dédoublée permet d’inclure dans la reconstruction des gènes
ayant perdu leur deuxième copie après la duplication (puisqu’on ne se limite plus aux
ohnologues). En revanche, cela implique d’utiliser le génome d’une espèce non-dupliquée,
avec laquelle la synténie est suffisamment conservée. Chez les vertébrés, cette approche
est possible avec la duplication spécifique des poissons, mais pas avec le double épisode
de duplication qui a précédé la radiation des vertébrés.

L’implémentation décrite dans cette section généralise la définition couramment faite
de la synténie dédoublée. Compte-tenu des réarrangements dans l’espèce dupliquée utili-
sée, et de la présence potentielle de plus d’une duplication complète, un segment de chro-
mosome de l’espèce non-dupliquée alternera, en général, entre k segments de l’espèce
dupliquée (k Ê 2). Cette alternance multiple sera justifiée par la présence d’ohnologues
entre les segments.

L’approche que nous avons choisie consiste à scanner chaque génome non dupliqué et
de le découper en segments issus d’un unique chromosome pré-duplication. On considère
qu’un tel segment est issu d’un unique chromosome pre-duplication si les orthologues de
ses gènes alternent entre des segments différents des chromosomes de l’espèce dupliquée
et si cette alternance est soutenue par l’existence de gènes ohnologues. Ensuite, les blocs
de synténie dédoublée seront clusterisés pour que les blocs de même alternance soient
groupés dans le même chromosome pré-duplication.

11.2.1 Comparaison d’un génome dupliqué à un génome non-
dupliqué

Les blocs de synténie dédoublée sont construits en parcourant les gènes d’un génome
non dupliqué (algorithme 11.4 et Figure 11.2). Un gène est rajouté au bloc du gène qui le
précède si son orthologue vérifie une des trois conditions suivantes :

1. être sur le même chromosome que l’orthologue du dernier gène (on considère que la
synténie conservée est une preuve suffisante) ;

2. être proche de l’orthologue d’un gène du bloc courant (permet de revenir sur une
région déjà visitée) ;

3. être proche d’un gène ohnologue d’un gène proche d’un gène du bloc courant (permet
de créer l’alternance proprement dite, et de gérer une alternance sur k régions à la
fois).

Si le gène ne vérifie pas ces conditions, il crée un nouveau bloc d’alternance qu’on va
chercher à étendre en continuant le parcours du génome non-dupliqué. Deux gènes sont
«proches» s’ils sont séparés d’au plus d gènes. Le test de proximité est réalisé en construi-
sant en parallèle du bloc dans l’espèce non-dupliquée, une liste de segments de l’espèce
dupliquée. Cette liste est l’union de tous les voisinages (selon une distance ±d gènes) de
tous les orthologues des gènes inclus dans le bloc courant. Cette liste s’agrandit au fur et à
mesure pour tenir compte de l’ajout de gènes dans le bloc. Un bloc de synténie dédoublée
est au final, dans notre procédure, désigné par un segment du génome non-dupliqué et
un ensemble de segments du génome dupliqué, sur lesquels on observe l’alternance. Cet
ensemble est, en général, spécifique de chaque bloc.
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11.2.2 Combinaison des blocs de synténie dédoublée

Pour l’instant, chaque gène ancestral pré-duplication est inclus dans un bloc de synté-
nie dédoublée pour chaque paire d’espèces non-dupliquée / dupliquée. Il faut donc intro-
duire une étape de combinaison des reconstructions pour établir un unique jeu de chro-
mosomes pré-duplication.

L’objectif est d’utiliser walktrap pour clusteriser des blocs en chromosomes pré-
duplication. Nous avons donc défini (Figure 11.3) un score d’alternance pour un bloc de
synténie dédoublée, et une mesure de similarité d’alternance entre deux blocs. Comme le
clustering doit rassembler dans chaque chromosome pré-duplication les blocs de synténie
identifiés avec toutes les espèces dupliquées, il est nécessaire que les objets à clusteriser
soient transversaux du point de vue des espèces dupliquées. Nous combinons donc les
blocs de synténie dont les segments sur les génomes non-dupliqués se chevauchent.

Cela nous amène à définir le score d’alternance d’un groupe de blocs de synténie

Algorithme 11.4 Comparaison d’un génome dupliqué à un génome non-dupliqué et iden-
tification de régions de synténie dédoublée

Entrées: G
N : le génome de l’espèce non-dupliquée. G

D : le génome de l’espèce dupliquée.
d : la distance en nombre de gènes, maximale pour que deux gènes soient considérés
comme proches.

1: LB ←; // contiendra la liste des blocs de synténie dédoublée
2: lc ←; // contiendra la liste des chromosomes de G

D autorisés pour poursuivre le bloc
courant

3: lg ←; // contiendra les gènes de G
D autorisés pour poursuivre le bloc courant (selon

le critère de proximité)
4: pour tout chromosome c de G

N faire
5: B ←; // le bloc courant
6: pour tout gène g de G

N
c faire

7: l ← Ensemble des orthologues de g dans G
D qui vérifient «le chromosome de

g′ ∈ lc», ou «g′ ∈ lg»
8: si l 6= ; alors
9: // Extension du bloc courant

10: Rajouter g à B

11: pour tout g′ ∈ l faire
12: v ← voisinage de g′ dans G

D (à ± d gènes de distance)
13: Mettre à jour lg avec v

14: pour tout gène g′′ ∈ v ayant un ohnologue faire
15: Rajouter à lg les voisinage des ohnologues de g′′ dans G

D (à ± d gènes de
distance)

16: fin pour
17: fin pour
18: sinon
19: Rajouter B à LB

20: Réinitialiser B et lg à ;

21: fin si
22: fin pour
23: fin pour
24: renvoyer LB
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Quatrième partie

Résultats
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Nous avons présenté dans la partie précédente les méthodes AGORA de reconstruc-
tion des génomes ancestraux. Cette partie montre l’utilisation pratique d’AGORA, ainsi
que l’optmisation de certains paramètres en utilisant des simulations pour détecter la
meilleure combinaison de valeurs.

Tout d’abord, le chapitre 12 présente une méthode de validation d’AGORA. Il s’agit
d’un cadre logiciel pour la simulation de génomes de vertébrés. Il permettra de tester
AGORA, de mesurer quantitativement ses performances, et de paramétrer les recons-
tructions.

Le chapitre 13 décrit la définition et l’optimisation des paramètres pour les recons-
tructions chez les vertébrés (quels protocoles appliquer, et avec quelles valeurs de para-
mètres).

Le chapitre 14 montre les reconstructions proprement dites et les compare aux re-
constructions de référence présentées dans l’introduction, ou entre elles pour assurer leur
cohérence.

Enfin, le chapitre 15 dévoile un serveur web, Genomicus, que nous avons mis en place
pour comparer les génomes modernes et ancestraux dans la même interface. Le site sert
de vitrine aux travaux du groupe sur les génomes ancestraux et est destiné à être enrichi
de toutes les analyses qui suivront l’obtention des génomes ancestraux.
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Chapitre 12

Simulation de l’évolution d’un
génome
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Comme évoqué dans l’introduction, les reconstructions de génomes ancestraux
souffrent toujours du même problème : la difficulté de vérifier l’exactitude des résul-
tats. Pour le résoudre, une des approches consiste à s’appuyer sur des simulations, et de
pouvoir ainsi estimer empiriquement les performances d’une méthode de reconstruction.
Nous avons développé un programme de simulation qui établit un ordre aléatoire de gènes
dans l’ancêtre le plus vieux de l’arbre phylogénétique et le fait évoluer indépendamment
sur chaque branche de l’arbre en suivant un jeu de règles prédéfinies. On dispose ainsi de
génomes pour les espèces ancestrales, ainsi que pour les espèces modernes sur lesquels
il est possible de tester une méthode de reconstruction. Le résultat de cette reconstruc-
tion est alors comparé aux génomes ancestraux créés lors de la simulation, ce qui permet
d’établir les statistiques de performance de la méthode de reconstruction (Figure 12.1).

12.1 Liste et fréquences de référence des événements
modélisés

Le réalisme des simulations tient dans la liste des événements modélisés, ainsi qu’à
leur fréquence d’apparition. Le Tableau 12.1 montre les types d’événements considé-
rés dans ce travail. Les duplications complètes de génome ne sont pas encore prises en
compte, de par la difficulté d’étalonner la diploïdisation qui la suit, et l’augmentation des
taux de réarrangements [Sémon et Wolfe, 2007].

Brièvement, une inversion est le réarrangement par lequel un segment d’un chro-
mosome s’inverse sur place. L’inversion permet de modéliser les changements intra-
chromosomiques de l’ordre des gènes. Une transposition est l’événement par lequel un
segment d’un chromosome se déplace dans un autre chromosome. La transposition per-
met de modéliser les changements inter-chromosomiques de l’ordre des gènes. La fission
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Évolution des familles de gènes Réarrangements des chromosomes
Apparition d’une famille Inversion

Perte d’un gène Transposition
Duplication d’un gène Fusion

ρ-groupage Fission

TABLE 12.1 – Catégories d’événements modélisés

est le réarrangement qui sépare un chromosome en deux chromosomes, et la fusion en est
l’opération inverse. Fusion et fission permettent de modéliser les changements de nombre
de chromosomes.

Les duplications sont le mécanisme le plus courant de création de nouveaux gènes.
En soi, l’apparition d’une famille de gène totalement nouvelle et sans lien avec un gène
pré-existant est très rare [Knowles et McLysaght, 2009]. Dans nos simulations, chaque
famille est systématiquement associée à un événement d’apparition au plus vieux nœud
dans l’arbre au niveau duquel on a détecté une homologie. Dans la plupart des cas il
s’agit probablement en réalité de la duplication d’un gène d’une autre famille, mais les
séquences des deux familles de paralogues sont trop divergentes pour pouvoir être iden-
tifiées comme homologues. Enfin, le ρ-groupage n’est pas un événement en soi, mais une
propriété simulée des génomes, paramétrée par un nombre ρ compris entre 0 et 1 qui per-
met de colocaliser des gènes en fonction de réarrangements (duplication, délétion) qu’ils
subiront simultanément sur la même branche (voir section 12.4).

Nous avons estimé les fréquences (temporelles) des événements liés aux familles de
gènes dans les données réelles en comptant le nombre de ces événements sur toutes les
branches de l’arbre, et en divisant par la somme des longueurs des branches (l’algorithme
de parcours des arbres et d’extraction des événements géniques sera expliqué en sous-
section 7.3.1). Les comptages ont été faits en tenant compte uniquement des branches
de l’arbre des vertébrés liant les espèces séquencées à haute couverture 1 car les génomes
séquencées à faible couverture sont encore partiels : environ 2/3 de ces génomes est réelle-
ment séquencé (Figure 12.4), et donc environ 1/3 des gènes seront considérés comme per-
dus, ce qui biaiserait les statistiques. Nous avons mesuré 22915 apparitions de familles,
73023 nouvelles familles par duplication, et 94953 pertes de gènes, sur un total de 3877
millions d’années d’évolution. Les fréquences des réarrangements de chromosomes sont,
elles, tirées de la littérature [Alekseyev et Pevzner, 2009]. Ces valeurs ont été calculées

1. Le taux de couverture d’un génome correspond au nombre de fois, en moyenne, qu’une base a été
séquencée.

Réarrangement Nombre par million d’années Pourcentage
Apparition d’une famille 5,9 12,0 %

Perte d’un gène 24,5 49,8 %
Duplication d’un gène 18,8 38,2 %

Inversion 1,0 71,4 %
Transposition 0,3 21,4 %

Fusion 0,05 3,6 %
Fission 0,05 3,6 %

TABLE 12.2 – Taux moyens de modifications des familles de gènes et de réarrangements
chromosomiques
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chez les mammifères, et seront extrapolées à l’ensemble des espèces.
Afin de tester la méthode de reconstruction dans les conditions les plus réalistes pos-

sibles, les génomes ancestraux simulés pourront contenir les listes exactes des gènes an-
cestraux telles que lues dans les arbres phylogénétiques, au lieu d’une liste fictive modi-
fiée au cours du temps par des pertes, gains et duplications aléatoires. Dès lors, seuls les
réarrangements chromosomiques sont aléatoires et tout biais éventuel présent dans les
familles réelles de gènes (sous-section 13.2.2) se retrouvera dans les génomes simulés.

Enfin, pour ce qui est des réarrangements chromosomiques, sur certaines branches
de l’arbre, un facteur multiplicatif a été appliqué pour tenir compte des propriétés de
certains génomes.

– L’opossum ne possède que 8 chromosomes, le taux de fusion de chromosomes sur la
branche qui y mène a été multiplié par 2 tandis que celui de fission de chromosomes
a été divisé par 2.

– Le poulet a, d’après Bourque et al. [2005] et Nakatani et al. [2007], un génome
assez proche du génome ancestral des amniotes : les taux de réarrangements de
chromosomes ont tous été divisés par 2 sur la branche qui y mène.

– Les génomes des rongeurs ont subi plus de réarrangements que ceux des autres
mammifères [Zhao et Bourque, 2009] : les taux de réarrangements de chromosomes
ont tous été multipliés par 2.

12.2 Nombres d’événements appliqués

Dans une simulation, un génome évolue le long d’une branche par un certains nombre
d’événements. Nous avons modélisé le nombre effectif d’événements de type t par nt =
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FIGURE 12.2 – Densité de probabilité (par pas de 0,01) et fonction de répartition des taux
de réarrangements spécifiques de chaque branche.
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⌊l f tλgλb⌋ où l désigne la longueur de la branche, f t la fréquence du type d’événement
considéré, λg un facteur multiplicatif global appliqué à toutes les branches de l’arbre, et
λb un facteur multiplicatif aléatoire, spécifique de chaque branche. λg sert à générer des
instances de génomes aléatoires ayant tous subi λg fois plus de réarrangements, ce qui
équivaut à considérer que toutes les branches sont λg plus longues. Cela permet d’ap-
préhender le comportement de la méthode de reconstruction sur de grandes distances
évolutives ou sur des génomes extrêmement réarrangés. λb est, lui, spécifique de chaque
branche, et sert à donner de la variabilité inter-simulation au nombre de réarrangements
appliqués à chaque branche. λb est calculé à partir d’une loi de distribution von Mises 2

de paramètre µ = 0. Pour un x tiré selon cette loi, λb vaudra λ∗
b

x/π, où λ∗
b

est la valeur
maximale possible pour λb (et 1/λ∗

b
la valeur minimale). En pratique, la valeur 1,5 a été

utilisée pour λ∗
b
, et 2 pour κ (le paramètre de concentration de la distribution), ce qui im-

plique que 2/3 des λb seront dans l’intervalle [0,9 , 1,1]. La distribution des λb calculés
selon cette formule et ces paramètres est représentée sur la Figure 12.2.

12.3 Réarrangements de chromosomes

Aucun modèle n’existe encore pour simuler la répartition des points de cassure dans
les génomes, ni les longueurs des segments réarrangés. Les réarrangements sont décrits
dans le Tableau 12.3 comme des suites de fonctions de choix basiques. Pour appliquer les
réarrangements, le protocole de simulation implémente donc les quatre fonctions de choix
de la manière suivante.

– Le choix d’un chromosome se fait proportionnellement à sa taille.
– Sur un chromosome donné, les positions sont choisies uniformément.
– Les extrémités des chromosomes sont choisies uniformément.
– Sur un chromosome donné, un segment est d’abord défini par sa longueur (modéli-

sée par une loi de distribution von Mises adaptée, voir paragraphe ci-dessous), puis
par une position aléatoire sur le chromosome.

Réarrangement Choix nécessaires

Inversion Chromosome, segment de ce chromosome

Transposition
Deux chromosomes (source et cible),
segment du chromosome source,
position sur le chromosome cible

Fusion Deux extrémités de chromosomes différents
Fission Chromosome, position sur ce chromosome

TABLE 12.3 – Description des protocoles d’application de chaque type de réarrangements

La longueur des segments réarrangés doit être modélisée car aucune étude n’a défini
leur longueur. Dans leur protocole de simulation, Ma et al. [2006] exprimaient leurs gé-
nomes simulés comme des arrangements de 6000 «blocs». Ils utilisaient une loi gamma
Γ(k = 0,7,θ = 500) bornée à une limite de 50 blocs maximum. La distribution de leurs
segments avait donc pour moyenne 20 blocs et pour médiane 18 blocs, par rapport à des
chromosomes composés de 240 blocs en moyenne. Nous avons estimé que leur distribution

2. La loi de distribution von Mises peut être considérée comme l’adaptation d’une distribution normale
à un intervalle de longueur 2π centrée sur une moyenne (et médiane) µ, et dépendante d’un paramètre de
concentration κ, assimilable à l’inverse de la variance.
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favorisait beaucoup trop les petites inversions et avons modélisé nous même une nouvelle
distribution de longueurs de segments à partir de la distribution von Mises. Nous définis-
sons un objectif µ∗ qui désigne la valeur médiane de la longueur des segments, exprimée
en proportion de la longueur totale du chromosome sur lequel le segment est sélectionné.

Dans le cas où µ∗ < 1/2, on tire un nombre dans la distribution von Mises et on ap-
plique la transformation affine x 7→ µ∗+ x

1−µ∗

π
. On dispose alors d’une valeur dans l’in-

tervalle [2µ∗−1, 1] et on revient à [0, 1] par passage à la valeur absolue. Dans le cas où
µ∗ ≥ 1/2, la transformation affine est x 7→µ∗+ x

µ∗

π
et on doit alors transformer l’intervalle

[0, 2µ∗] en [0, 1] selon un procédé similaire à la valeur absolue, mais centré sur 1. En
pratique, on fixe la longueur médiane µ∗ = 0,2, et on prend les paramètres µ= 0 et κ= 2
pour la distribution von Mises. La distribution des longueurs de segment est présentée en
Figure 12.3. Ainsi, la moitié des segments choisis mesurent moins de 20%, et les tailles
inférieures à 20% sont à peu près uniformément choisies. Au delà de 20%, les tailles sont
choisies avec une probabilité décroissante. Cela permet de faire apparaître que les lon-
gueurs des inversions sont en générales petites par rapport à la taille du chromosome qui
les supporte.
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FIGURE 12.3 – Densité de probabilité (par pas de 1%) et fonction de répartition des lon-
gueurs des segments réarrangés

12.4 Regroupement spatial et temporel des gènes

Dans le génome, la perte de plusieurs gènes peut être causée par un unique événe-
ment de délétion qui aurait supprimé une importante région du génome. De même, la
duplication d’un segment de chromosome implique la duplication de tous les gènes qui
y sont présents. Ainsi, plusieurs modifications des familles de gènes peuvent avoir lieu
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simultanément en raison d’un seul événement, si les gènes représentant ces familles sont
contigus dans le génome. Pour rendre le protocole de simulation plus réaliste, nous avons
cherché à colocaliser les gènes, à chaque ancêtre, selon les événements qu’ils subiront
plus tard (sans introduire de réarrangements chromosomiques supplémentaires) pour
que leur perte ou leurs duplications puissent s’expliquer par un seul événement géno-
mique. Par exemple, un certain nombre de gènes devant subir une duplication sur une
même branche de l’arbre, seront arrangés de manière contiguë dans les ancêtres qui pré-
cèdent cette branche, de façon à ce que la seule duplication du segment de génome qui les
contient puisse rendre compte de leurs duplications individuelles.

Cela nécessite de documenter pour chaque famille les branches de l’arbre sur les-
quelles elle subit des événements. Ces données sont stockées sous forme d’un vecteur de 0
et de 1, et on définit le score de similarité de deux familles comme le produit scalaire de ces
deux vecteurs. Une valeur élevée indique que les familles ont subi des événements sur les
mêmes branches. Pour une famille donnée, on peut définir son meilleur «voisin» comme la
famille qui maximise le produit scalaire, et sa meilleure position dans le génome comme
la position qui maximise la somme des produits scalaires avec les deux familles voisines.
Cette dernière définition peut d’ailleurs être étendue à un bloc de gènes pour trouver sa
meilleure position, en utilisant le gène à chaque extrémité. Cette maximisation peut être
faite du point de vue d’une position du génome : on cherche le bloc qui, inséré à cette
position, maximiserait la somme des deux produits scalaires.

Un paramètre global ρ, compris entre 0 et 1, a été introduit et indique, pour chaque
ancêtre, quelle proportion des paires de gènes consécutifs est soumise à cette sélection de
meilleur voisin / position. Ainsi, on définit un ρ-groupage d’un ensemble des gènes, comme
un partitionnement en listes où un gène a ρ chances d’être dans une liste et suivi par son
meilleur voisin, et 1−ρ chances d’être en fin de liste. Pour garantir que la proportion
de gènes colocalisés soit de ρ à tous les ancêtres, le protocole de simulation est adapté
à toutes les étapes faisant intervenir un positionnement de gènes. Le génome ancestral
initial se définit désormais comme une répartition aléatoire des ρ-groupes des gènes dans
des chromosomes. Pour chaque branche, et pour chaque gène qui se duplique, les produits
de la duplication sont ρ-groupés. Comme on ne sait pas, a priori, laquelle des deux (ou
plus) copies correspond au gène original, on considère que le groupe qui s’insère le mieux
(selon la définition de meilleure position du paragraphe précédent) à la position d’origine
remplace le gène initial, tandis que les autres sont mis en attente, avec les ρ-groupes des
gènes apparus sur la branche. Tous les groupes mis en attente sont finalement insérés,
dans ρ cas à leur meilleure position, et dans 1−ρ cas, aléatoirement. Ceci garantit qu’à
chaque ancêtre, le taux de regroupement des gènes reste ρ.

12.5 Simulation de l’assemblage partiel

Parmi les génomes séquencés, la couverture de séquençage et la continuité de l’assem-
blage des génomes de vertébrés sont très hétérogènes. Le programme de simulation doit
tenir compte de cette information afin d’éviter de donner aux méthodes de reconstruction
des génomes aléatoires complets pour des espèces dont le génome réel n’est que partiel,
et de biaiser les performances. Par conséquent, les génomes simulés subissent une frag-
mentation plus ou moins sévère selon trois catégories :

1. espèces séquencées et assemblées entièrement (ou presque), notées Full ;
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FIGURE 12.4 – Statistiques sur la fragmentation des génomes séquencés. A : Distribu-
tion du nombre de chromosomes (ou scaffolds) selon les trois catégories de qualité. B :
Longueur moyenne (en nombre de gènes) des chromosomes (ou scaffolds) selon les trois
catégories de qualité. C : Nombre de gènes annotés selon les trois catégories de qualité.
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2. espèces séquencées presque entièrement, mais partiellement assemblées, notées 6X

en référence à leur taux de couverture moyen ;

3. espèces partiellement séquencées et, de fait, partiellement assemblées, notées 2X.

D’après la Figure 12.4, les génomes de la catégorie 6X contiennent en effet à peu près
autant de gènes que ceux de la catégorie Full. Leur assemblage est cependant encore par-
tiel, et ils sont composés d’environ 1000 scaffolds au lieu d’une vingtaine de chromosomes
(nombre moyen chez les vertébrés). Cette situation est simulée en appliquant en toute fin
de branche entre 500 et 3000 fissions de chromosomes sur le génome aléatoire simulé.

Les génomes de la catégorie 2X n’ont de séquencé qu’environ 2/3 du génome réel (es-
timation en fonction de la couverture comme décrit dans [Lander et Waterman, 1988] et
confirmé par la distribution des nombres de gènes), et les plus longs scaffolds contiennent
au mieux quelques dizaines de gènes. Le nombre moyen de gènes par scaffolds étant
compris entre 1,1 et 2,9, le programme choisit comme objectif une taille moyenne de scaf-
folds dans cet intervalle, puis fissionne les chromosomes autant que nécessaire. Ensuite,
il choisit au hasard entre 55% et 85% des scaffolds pour simuler le manque d’une partie
du génome.
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Paramétrage et validation d’AGORA
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Dans ce chapitre nous étudierons comment appliquer les différentes méthodes présen-
tées dans les chapitres 10 et 11 aux génomes de vertébrés. Tout d’abord, nous verrons que
dans un cas théorique (aucun événement sur les familles de gènes, uniquement des réar-
rangements chromosomiques), AGORA se comporte aussi bien que les autres méthodes
de reconstruction, tout en permettant de gérer beaucoup plus de marqueurs (gènes), des
taux de réarrangements élevés, et la reconstruction simultanée de tous les génomes an-
cestraux. L’intérêt de la méthode montré, nous décrirons le cheminement chronologique
qui a permis d’établir la combinaison d’outils AGORA optimale pour reconstruire les gé-
nomes ancestraux de vertébrés. Cela inclut de réaliser des reconstructions sur des jeux
de génomes simulés pour paramétrer finement AGORA.

Pour les reconstructions elles-mêmes, nous avons d’abord réalisé une première recons-
truction (protocole 1-passe, section 13.2), qui a permis de montrer des limites dans les
données, qu’il a fallu dépasser. La section suivante (13.3) décrit le paramétrage d’AGORA
(protocole multi-passes) pour obtenir les reconstructions optimales. La Figure 13.7 (page
134) montre le schéma récapitulatif de la procédure que nous utilisons pour AGORA, et
que nous allons détailler et expliquer dans ce chapitre.

13.1 Comparaison d’AGORA aux autres méthodes de
reconstruction

Le protocole de simulation du chapitre 12 a d’abord servi à valider et montrer les avan-
tages d’AGORA par rapport aux autres méthodes de reconstruction. On connait déjà l’un
des résultats : AGORA est capable de traiter un répertoire de gènes qui varie d’un ancêtre
à l’autre, contrairement aux autres méthodes, qui demandent que les gènes soient en une

111
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seule copie dans tous les génomes. Ce premier jeu de simulations n’a donc fait intervenir
que des réarrangements de chromosomes et a laissé les listes de gènes intactes depuis
l’ancêtre Euteleostomi. Il n’est donc pas nécessaire de faire intervenir le ρ-groupage des
gènes en fonction des événements géniques.

Afin de tester les limites de chaque méthode, nous avons de plus fait varier la taille
des génomes simulés, ainsi que le taux de réarrangement de chromosomes. Il en résulte
6 tailles de génomes différentes, définies par un nombre de gènes (et accessoirement,
un nombre de chromosomes) : 100 et 500 gènes en 5 chromosomes, 1000, 5000 et 10000
gènes en 10 chromosomes, et 20000 gènes en 20 chromosomes. Bien entendu, le nombre
de chromosomes correspond au nombre fixé pour l’ancêtre aléatoire initial Euteleostomi

et peut varier au cours d’une simulation.
D’autre part, le taux global de réarrangement a été simulé en faisant varier λg dans

les simulations. Il faut néanmoins remarquer que dans notre définition, le taux de réar-
rangement est rapporté à une durée (nombre de réarrangements par million d’années).
Sur une même période de temps, un génome A 10 fois plus petit qu’un génome B subira
autant de réarrangements que le génome B, mais par conséquent avec une fréquence spa-
tiale 10 fois plus élevée. Il faut compenser cela en divisant le taux de réarrangement λg

par 10. Le Tableau 13.1 donne les valeurs de λg équivalentes selon les tailles de génome,
par rapport aux taux de réarrangements de base des vertébrés.

100 500 1000 5000 10000 20000
0,2x 0,0010 0,0050 0,010 0,050 0,10 0,2
0,5x 0,0025 0,0125 0,025 0,125 0,25 0,5
1x 0,0050 0,0250 0,050 0,250 0,50 1,0
2x 0,0100 0,0500 0,100 0,500 1,00 2,0
3x 0,0150 0,0750 0,150 0,750 1,50 3,0

TABLE 13.1 – Valeurs de λg utilisées pour la comparaison d’AGORA aux autres méthodes
de reconstruction, en fonction de la taille des génomes simulés (nombre de gènes, en co-
lonnes) et du taux de réarrangement voulu (en lignes).

Chaque combinaison de taille et de taux de réarrangement a été testée sur 10 jeux de
génomes aléatoires. Ce nombre est suffisant pour donner une tendance des performances
et limites de chaque méthode. Les 4 méthodes testées sont MGR [Bourque et al., 2004],
MGRA [Alekseyev et Pevzner, 2009], inferCARs [Ma et al., 2006], et bien sûr, AGORA.
Pour AGORA, c’est le protocole 1-passe qui a été testé car cette simulation ne fait interve-
nir aucune modification des listes de gènes alors que le protocole multi-passes demande
justement d’établir un sous-jeu de gènes ayant évité les duplications et les délétions.

Les résultats sont donnés dans la Figure 13.1. La figure est composée de 4 tableaux,
un par méthode, montrant les performances pour chaque combinaison de taille et de taux
de réarrangement. Le fond des cellules est teinté par le nombre d’échecs de la méthode
testée (une case est blanche si les dix reconstructions ont donné un résultat, et noire
si les dix ont échoué). Cela se produit pour MGRA et MGR sur des génomes gros ou/et
réarrangés. MGRA renvoie le message d’erreur “T-transformation is not complete. Cannot

reconstruct genomes” et s’arrête. D’autre part, alors que toutes les autres reconstructions
se terminent au maximum en quelques heures, nous avons du laisser calculer MGR plus
de deux semaines sur certains génomes, sans que la reconstruction n’avance beaucoup
(le temps total estimé en fonction de l’avancement était de plusieurs mois). Dans ces
situations, MGR a été arrêté et nous avons considéré un échec de la méthode.
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inferCARs 100 500 1000 5000 10000 20000

0,2x
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

0,5x
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

1x
0 0 0 0 0 4
0 0 0 0 0 0

2x
0 0 0 0 6 24
0 0 0 0 0 1

3x
0 0 0 6 24 40
0 0 1 0 0 3

MGR 100 500 1000 5000 10000 20000

0,2x
0 0 0 0
0 0 0 0

0,5x
0 0 0 1
0 0 0 0

1x
0 7 0
0 7 0

2x
0 2 0
0 2 0

3x
2 0
2 0

MGRA 100 500 1000 5000 10000 20000

0,2x
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0

0,5x
0 0 0 0
0 0 0 0

1x
0 0 0 0
0 0 0 0

2x
0 0 0
0 0 0

3x
0 0 0
0 0 0

AGORA 100 500 1000 5000 10000 20000

0,2x
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

0,5x
0 0 0 1 7 10
0 0 0 2 2 1

1x
0 0 0 7 12 19
0 0 0 1 3 3

2x
0 0 1 12 23 19
0 0 0 4 13 21

3x
0 0 1 10 16 10
0 0 1 12 23 46

10/10 9/10 8/10 7/10 6/10 5/10 4/10 3/10 2/10 1/10 0/10

FIGURE 13.1 – Résultats de la comparaison d’AGORA aux autres méthodes de recons-
truction (pour Boreoeutheria). Chaque tableau est structuré selon la taille des génomes
(en colonnes) et le taux de réarrangement (en lignes). Pour chaque case, la couleur du
fond est proportionnelle aux nombre d’échecs de la méthode selon la gamme affichée en
bas, et les nombres indiquent le nombre d’intervalles prédits et faux (en haut), et non
prédits (en bas). Par exemple, sur les 10 simulations de génomes de 20000 gènes à un
taux de réarrangement 1x, AGORA a terminé son calcul les 10 fois, a au total prédit 19
intervalles incorrects, et en a raté 3.
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Dans chaque case, le premier nombre indique le nombre d’intervalles faux prédits pour
Boreoeutheria (permet de calculer la spécificité), et le deuxième, le nombre d’intervalles
omis pour Boreoeutheria (permet de calculer la sensibilité). Ce sont les comptages bruts
(sur 10 simulations, donc) qui sont affichés car les pourcentages de spécificité et sensibilité
sont compris entre 99,98% et 100%, ce qui est peu pratique pour juger des écarts. Néan-
moins, cela signifie que les erreurs de reconstruction sont très peu nombreuses, et que les
quatre méthodes permettent assez précisément de reconstruire le génome ancestral pour
Boreoeutheria.

Il faut, de plus, souligner quelques points négatifs de différentes méthodes.
– MGR reconstruit la phylogénie des espèces dont il a le génome, et cette phylogé-

nie peut, a priori, ne pas correspondre à la phylogénie connue des espèces, ce qui
empêcherait d’affecter la reconstruction aux bons ancêtres.

– Les différentes méthodes sont en général prévues et testées sur plusieurs centaines
ou milliers de marqueurs. La complexité du programme (selon le nombre de gènes) a
alors des conséquences non négligeables lorsqu’on atteint des tailles de 20000 gènes.
Ainsi, inferCARS a une complexité (estimée) quadratique en temps d’exécution et
en espace mémoire. Une reconstruction sur 20000 gènes met ainsi ≈16 minutes et
demande ≈64 Go de mémoire. MGRA et AGORA ont des complexités linéaires et une
reconstruction sur 20000 gènes demande (respectivement) ≈100 Mo de mémoire et
≈7 minutes, et ≈1,5 Go de mémoire et ≈23 minutes.

Dans le cas de génomes de vertébrés (≈20000 gènes, et taux de réarrangement 1x),
seuls inferCARs et AGORA sont capables de fournir une réponse précise. En rajoutant
qu’une reconstruction inferCARs ne donne le génome ancestral que d’un unique génome
cible, et qu’il faut lancer d’autres programmes et/ou reconstructions pour avoir les gé-
nomes d’autres ancêtres, on se rend compte qu’AGORA (qui reconstruit automatiquement
tous les ancêtres) présente des caractéristiques avantageuses pour reconstruire simulta-
nément de nombreux génomes ancestraux, étape indispensable pour une analyse compa-
rative globale de ces génomes. De plus, AGORA est la seule méthode, parmi celles testées
ici, à pouvoir gérer des phylogénies de gènes comportant des délétions et des duplications
(cf ci-dessous).

13.2 Reconstruction de contigs en une passe

Compte tenu de la validation de la méthode AGORA (1-passe), par rapport aux
autres méthodes de reconstructions, nous avons appliqué AGORA sur les données réelles.
Puisque ces données incluent des duplications, pertes et gains de gènes, AGORA est ici la
seule méthode disponible.

Pour information, les statistiques récoltées après une reconstruction seront :
– le nombre de gènes ;
– le nombre de contigs ;
– la couverture de la reconstruction (nombre de gènes et d’intervalles présents dans

les contigs) ;
– les longueurs (en nombre de gènes) des contigs (moyenne, quartiles, et longueurs

type N50 1).
On gardera en tête que les génomes de vertébrés possèdent (dans le cas des espèces

séquencées) entre 20 et 40 chromosomes, et que la taille d’un chromosome est de l’ordre

1. Lorsqu’un génome est fragmenté en contigs, le N50 est la taille de contig telle que l’ensemble des
contigs de taille supérieure représente 50% du génome. De la même manière, on définit les N25 et N75.
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de la centaine ou du millier de gènes (voir Tableau 13.3). Les ancêtres seront catégorisés
en 7 groupes (voir tableau 13.2) : les non-vertébrés, les poissons, les sauriens, la lignée
humaine depuis l’ancêtre des vertébrés, les mammifères outgroups de Boreoeutheria, les
descendants de Laurasiatheria et les descendants de Euarchontoglires (en dehors de la
lignée humaine). L’évolution des performances des reconstructions sur les ancêtres Bo-

reoeutheria et Amniota au fur et à mesure de l’avancée de la méthode de reconstruction
sera représentée dans le Tableau 13.12.

25% 50% 75% N75 N50 N25 Max Moyenne
332 649 944 689 952 1367 5054 721,54

TABLE 13.3 – Statistiques sur les longueurs (nombre de gènes) des chromosomes de ver-
tébrés. Les trois premières colonnes indiquent les quartiles de la distribution, les trois
suivantes indiquent les valeurs prises par le N75, le N50, et le N25 (voir texte pour la dé-
finition), puis les deux dernières la taille du plus grand chromosome et la taille moyenne
d’un chromosome de vertébré.

Les résultats de la reconstruction initiale (sur les données brutes d’Ensembl, sans
l’insertion des trois espèces supplémentaires, cf sous-section 7.2.3) sont présentés dans
le tableau 13.2 et sont plutôt décevants dans l’ensemble. La reconstruction de l’ancêtre
Boreoeutheria est composée d’environ 1000 contigs de 18 gènes en moyenne. Mais ce qui
frappe est l’évolution du nombre de gènes dans les ancêtres qui passe de 20545 chez Eu-

teleostomi à 29479 chez Boreoeutheria pour revenir à 21805 chez Homo/Pan group. Ceci
n’a rien de parcimonieux et puisque les génomes de mammifères possèdent en moyenne
≈20000 gènes et que deux mammifères ont en général au moins ≈15000 gènes ortho-
logues, on s’attendait à garder un nombre de gènes relativement constant.

13.2.1 Édition des nœuds de duplication

En remarquant que chaque événement de duplication fait augmenter de 1 le nombre
de copies d’un gène, nous nous sommes intéressés à l’inférence des duplications des arbres
phylogénétiques dans le pipeline Ensembl Compara.

Le résultat de la création d’un arbre phylogénétique consensus (à partir de 5 méthodes
de reconstruction différentes, sous-section 7.1.2) par TreeBest contient quelques singula-
rités sur la position des nœuds de duplication. Il arrive que des nœuds de duplication
soient inférés avec un support très faible (voire inexistant, comme dans l’exemple de Fi-
gure 13.2) : avec peu d’espèces modernes qui contiennent effectivement le gène en deux
copies.

Ce phénomène peut aussi s’observer à travers un autre indicateur : la distribution des
tailles des familles des ancêtres. En moyenne, une famille d’un ancêtre A est censée conte-
nir autant de gènes que d’espèces présentes sous A dans la phylogénie des espèces. Si une
duplication peu supportée est prédite, alors 2 gènes ancestraux seront définis (au lieu de
1), et un d’entre eux sera relié à peu de gènes modernes. Dans le cas de Boreoeutheria, il
y a 28 espèces et la Figure 13.3 (à gauche) montre qu’en plus d’un pic à environ 28 gènes,
beaucoup de familles ancestrales sont liées à peu de gènes : environ 4000 familles sont
composées de 2 gènes ou moins, et 10000 de 8 gènes ou moins. L’ancêtre contient donc
énormément de familles peu supportées par les espèces modernes, et dans une quantité
suffisante pour expliquer le surplus de gènes ancestraux prédits.

Pour détecter les duplications peu supportées par les espèces modernes, on reprend
la notion de score de confiance (introduite par TreeBest). Il s’agit d’une valeur définie
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FIGURE 13.3 – Distribution des tailles de familles de Boreoeutheria avant (à gauche), et
après (à droite) édition des nœuds de duplication.

tion. Les nœuds de duplication ayant un score supérieur au seuil ne sont, quant à eux,
pas modifiés et resteront dans l’arbre final. Pour transformer un nœud de duplication en
spéciation, il faut réarranger les sous-arbres qui le composent pour les réconcilier avec
la phylogénie des espèces. Pour ceci, il peut être nécessaire de créer des nœuds de dupli-
cation si on lie deux sous-arbres qui correspondent au même ancêtre (comme Anc3 dans
l’exemple de la Figure 13.4) ou à la même espèce (comme Spec1 dans l’exemple de la
Figure 13.4). Dans tous les cas, l’algorithme est appelé récursivement sur chaque sous-
arbre nouvellement défini pour le réconcilier et vérifier qu’il ne contient pas de nœud de
duplication peu supportée.

Les duplications sont de manière générale des événements difficiles à prendre en
compte dans les reconstructions et beaucoup de méthodes préfèrent se baser sur des gènes
(ou des marqueurs) en 1 copie dans tous les génomes. AGORA utilise tous les gènes ré-
férencés par les arbres phylogénétiques, qu’ils soient ou non dupliqués, en utilisant les
différentes copies d’un gène s’il en a. Ainsi, si un gène de Boreoeutheria est dupliqué (uni-
quement) chez la souris, AGORA effectuera les comparaisons d’ordre de gènes entre les
deux copies de la souris et les copies (uniques) de l’homme, du chien, etc. Pour les re-
constructions, AGORA est donc capable, en théorie, de gérer autant de duplications que
nécessaire. Cependant, AGORA reste dépendant de la définition des gènes ancestraux,
car la présence de nœuds de duplication définit le nombre de copies des gènes, et donc
quels gènes peuvent être inclus dans les contigs reconstruits. La Figure 13.5 montre les
conséquences sur AGORA de l’édition des nœuds de duplication, en particulier, via le
nombre de copies ancestrales prédites.

A.1 Si une duplication est incorrecte (peu supportée), les deux copies qu’elle crée repré-
senteront, en général, le même gène, présent à la même position du génome. Cer-
taines espèces contiendront la première copie (situation notée (1)), et d’autres la
deuxième copie (situation (2)). Les situations (1) et (2) seront donc vues alternative-
ment dans les génomes modernes.

A.2 Avant édition, le graphe d’adjacence (à gauche du signe égal) utilisé pour la recons-
truction des contigs de l’ancêtre contient les deux copies. Suivant les poids des
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AGORA ne dispose plus que d’un seul gène ancestral et est obligé de choisir une
des deux positions (voire les mélanger) en laissant deux fragments de contigs. De
manière générale, la longueur moyenne des contigs diminue.

Nous avons testé toutes les valeurs de seuil pour le score de duplication entre 0 et 0,5,
par pas de 0,05 en mesurant la longueur moyenne des contigs reconstruits par AGORA.
Le seuil optimal était celui qui permettait d’obtenir les contigs AGORA les plus longs.
La Figure 13.6 montre l’évolution du N50 en fonction du seuil défini pour les scores de
duplication et a une allure de cloche. Conformément à l’attendu, avec un seuil faible, la
plupart des nœuds supprimés sont incorrects et leur délétion entraînent un allongement
des contigs. Avec un seuil élevé, de nombreux nœuds corrects sont supprimés, et la taille
des contigs qui en résultent diminue. La courbe admet un maximum en 0,30 : ce sera le
seuil choisi pour les véritables reconstructions. Cette valeur est amenée à changer selon
les versions d’Ensembl et les espèces incorporées. En pratique, depuis la mise en place de
ce filtre méthode, la valeur optimale a toujours été de 0,25, 0,30 ou 0,35. Dans Ensembl
v57, cela correspond à l’édition de 53038 nœuds de duplication sur un total de 151566
(35.0%). De plus, la Figure 13.3 (à droite) montre que l’édition a bien eu les effets escompté
sur la distribution des tailles des familles en diminuant le nombre de «petites» familles.
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FIGURE 13.6 – Évolution des performances d’AGORA en fonction du seuil d’édition des
nœuds de duplication

Après édition, les nouvelles statistiques de reconstruction sont présentées dans le ta-
bleau 13.4. Le nombre de gènes est plus constant sur la lignée humaine (maximum à
22137 gènes) et optimal vis à vis de la longueur des contigs. Comme aperçu sur la Fi-
gure 13.6, les contigs ont triplé de taille pour Boreoeutheria. De manière générale, l’édition
des nœuds de duplication peu supportés a été bénéfique pour tous les ancêtres avec une
augmentation moyenne de 49,0% du N50. Cette correction des arbres phylogénétiques
d’Ensembl Compara doit être intégrée le plus tôt possible dans la mise en place des don-
nées, c’est-à-dire avant l’insertion des trois espèces supplémentaires non présentes dans
Ensembl (sous-section 7.2.3). Le tableau 13.5 montre les statistiques après correction des
données et insertion des nouvelles espèces (les performances de reconstruction sont qua-
siment identiques).
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13.2.2 Nécessité d’une approche en plusieurs passes

Bien que les résultats soient bien meilleurs après l’édition des nœuds de duplication,
le N50 pour Boreoeutheria n’est toujours que de 164 gènes. Nous avons donc cherché à
comprendre pourquoi les contigs étaient aussi courts et s’arrêtaient «aussi tôt». En ef-
fet, pour un ancêtre donné, une extrémité de contig est un gène qui n’est jamais suivi
du même gène lorsqu’on considère des paires d’espèces informatives pour cet ancêtre.
Ce constat est aussi valable pour les singletons en les considérant comme des contigs
de taille 1. Le nombre élevé d’extrémités et de singletons (406×2 et 3953 pour Boreoeu-

theria) semble indiquer que des milliers de locus ont subi des réarrangements plusieurs
fois indépendamment. Bien que cela puisse être un résultat de choix dans le débat de la

Ancêtre
Taille des familles (nb gènes) % Singletons dans simulations

Intérieur Extrémités Singletons Intérieur Extrémités Singletons

Clupeocephala 5,51 5,08 3,90 14,53% 20,86% 45,66%
Percomorpha 4,09 3,59 2,26 2,81% 11,38% 48,71%

Tetraodontidae 2,12 2,00 1,67 3,08% 8,08% 31,84%
Sauria 4,09 3,15 2,26 2,55% 11,61% 46,30%

Neognathae 3,19 2,83 2,11 1,86% 8,60% 38,18%
Phasianidae 2,06 1,86 1,65 2,13% 9,41% 33,19%
Euteleostomi 46,57 44,60 31,29 28,62% 24,02% 53,32%

Tetrapoda 39,36 38,24 25,42 10,46% 14,60% 54,33%
Amniota 38,16 36,24 17,89 2,15% 10,85% 61,61%

Mammalia 34,08 32,84 19,49 2,40% 11,31% 57,22%
Theria 32,73 31,85 15,34 2,27% 16,86% 63,06%

Eutheria 29,90 25,65 9,61 1,34% 19,26% 64,15%
Boreoeutheria 25,55 18,70 6,30 1,11% 25,00% 62,18%

Euarchontoglires 16,00 12,27 4,78 0,97% 22,43% 54,43%
Primates 8,61 7,68 3,59 1,19% 16,97% 52,34%

Haplorrhini 6,90 6,63 3,45 1,52% 16,02% 46,09%
Simiiformes 6,10 5,45 3,10 1,65% 23,69% 52,69%
Catarrhini 5,01 4,42 2,52 1,67% 25,43% 53,51%
Hominidae 3,96 3,51 2,11 1,64% 23,25% 52,50%
Homininae 2,97 2,55 1,67 2,17% 28,24% 55,78%

Homo/Pan group 2,00 1,84 1,36 1,13% 18,69% 46,42%
Metatheria 1,98 2,01 1,80 4,95% 12,90% 39,70%

Atlantogenata 4,30 4,01 2,36 1,33% 7,64% 43,10%
Afrotheria 2,83 2,75 1,78 1,87% 8,59% 40,02%
Xenarthra 1,83 1,78 1,72 32,51% 32,86% 34,34%

Laurasiatheria 9,59 6,69 2,66 0,84% 19,96% 57,76%
Insectivora 1,92 1,84 1,65 32,10% 32,23% 33,27%

Cetartiodactyla 3,57 3,07 1,71 1,36% 8,93% 32,99%
Chiroptera 1,92 1,86 1,72 31,43% 31,75% 33,89%
Carnivora 1,90 1,77 1,38 2,05% 8,76% 35,73%

Lagomorpha 1,99 1,88 1,58 32,91% 34,09% 39,43%
Strepsirrhini 1,90 1,82 1,61 32,18% 32,46% 34,62%

Glires 6,74 6,25 2,62 1,03% 19,32% 53,34%
Rodentia 4,86 5,16 2,38 0,98% 16,46% 49,74%

Sciurognathi 3,86 4,13 2,30 1,32% 10,65% 40,03%
Murinae 2,15 2,46 2,16 2,61% 16,23% 52,13%
Moyenne (100%) 92,20% 60,71% 7,41% 18,32% 47,04%

TABLE 13.6 – Caractéristiques des fins de contigs (extrémités) et des singletons, par rap-
port aux gènes présents à l’intérieur des contigs. Pour les tailles de familles de gènes, les
gènes à l’intérieur des contigs fixent le 100%.
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réutilisation des points de cassure (abordé dans les perspectives, section 17.4), nous avons
voulu vérifier si le phénomène était réel ou artefactuel.

En particulier, nous avons vérifié, comme précédemment, les tailles des familles. Il en
ressort que les gènes présents aux extrémités des contigs correspondent à des familles
contenant beaucoup moins de gènes, et les singletons à des familles encore plus petites
(Tableau 13.6). De plus, les singletons des reconstructions réelles sont très souvent sin-
gletons dans les reconstructions des simulations, alors que les génomes y sont aléatoires.
Il en ressort que la caractéristique d’un gène singleton et d’une extrémité de contig n’est
pas d’être un lieu de réarrangements intensifs, mais d’être une famille composée peu de
gènes. Un contig s’arrête par manque de liens d’orthologie et non à cause de perte d’ad-
jacence conservée (sauf pour les ancêtres éloignés, comme Euteleostomi, pour lesquels
la différence est moins flagrante). En effet, un gène ayant 2 fois moins de descendants
qu’un autre aura environ 4 fois moins de chance d’avoir une adjacence conservée entre
deux espèces. Sachant que moins de la moitié des espèces utilisées sont séquencées et
assemblées entièrement, on se rend compte que pour certains ancêtres, le risque de ne
pas inclure dans les contigs des gènes pour des questions uniquement d’annotation ou de
reconstruction phylogénétique sera élevé.

Il est désormais clair que le protocole multi-passes (section 10.1), une fois que l’on aura
défini un jeu de gènes propres, permettra d’aller au delà des extrémités actuelles. Il est
donc nécessaire d’avoir des gènes dits robustes (sous-section 7.3.3 et sous-section 7.3.2),
possédant des représentants dans tous les génomes modernes, et si possible à chaque fois
en 1 seule copie. Une autre conclusion est que l’on pourra mettre de côté les singletons
des analyses des génomes ancestraux, car ils représentent peu de gènes modernes, et les
familles ancestrales correspondantes sont incomplètes (ou fragmentées).

13.3 Optimisation de la reconstruction multi-passes

Nous avons cherché à définir ici la meilleure reconstruction possible pour AGORA,
dans le cadre du protocole multi-passes, en réglant les deux paramètres associés.

Le jeu de gènes robustes Deux méthodes (size et events) ont été définies en sous-
section 7.3.3 et sous-section 7.3.2 et dépendent toutes deux de valeurs numériques
à régler qui définissent quelles familles sont considérées comme robustes.

La fonction de sélection, f, de la sous-section 9.3.2 Cette fonction choisit quels
gènes non-robustes insérer dans les contigs de gènes robustes. Cinq fonctions sont
définies : «somme des poids des arêtes maximale», «chemin le plus long», «chemin
le plus court», «poids des arêtes maximaux» et «moyenne des poids des arêtes
maximale».

Les listes de gènes robustes testées sont les suivantes : size(Tmin = 1, Tmax = 1),
size(Tmin = 0,9, Tmax = 1,1), size(Tmin = 0,75, Tmax = 1,33), events(pg = 0,20), events(pg =

0,25), events(pg = 0,33), events(pg = 0,50), events(pg = 0,66) et events(pg = 0,75). En pra-
tique les algorithmes size et events ont été modifiés pour ne mesurer les pertes et les
duplications que sur les espèces séquencées à haute couverture, car on sait que celles
séquencées à basse couverture sont encore largement incomplètes. En combinant ces pa-
ramètres avec les 5 fonctions de sélection possibles, cela fait 9×5 = 45 combinaisons de
paramètres à tester pour établir le protocole multi-passes optimal, et à comparer au ré-
sultat du protocole 1-passe, afin d’être certain d’un gain. Toutes ces combinaisons n’ont
pas été testées car, historiquement, la méthode events a été mise au point après la mé-
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thode size, à un moment où la fonction de sélection était déjà choisie. Nous ne disposons
donc que de 3×5+6×1= 21 combinaisons de paramètres.

Nous réutilisons le protocole de simulation du chapitre 12 pour établir des génomes
simulés (modernes et ancestraux). La reconstruction sur les génomes simulés modernes
fournit des génomes ancestraux que l’on compare à l’attendu : les génomes ancestraux
simulés. Les simulations font intervenir exactement les mêmes gènes que les arbres d’En-
sembl (après correction des nœuds de duplication) dans 20 chromosomes initiaux, et avec
un taux de réarrangement 1x. Nous n’avons pas réussi à définir de valeur optimale de
ρ pour le ρ-groupage des gènes. En effet, la valeur de ρ qui permet d’obtenir dans les
simulations des longueurs de contigs les plus proches des contigs réels dépend de chaque
ancêtre et balaie toute la gamme entre 0 et 1. Nous avons donc conservé les 11 valeurs
possibles entre 0 et 1 (par pas de 0,1) et lancé à chaque fois 10 instances de génomes
aléatoires. Pour chaque reconstruction, cinq statistiques ont été mesurées.

Tout d’abord, on peut comparer les intervalles des contigs reconstruits aux intervalles
des chromosomes attendus, et calculer une sensibilité et une spécificité, au sens classique
du terme. En mesurant les cas de vrais positifs Vp (intervalles correctement prédits), de
faux positifs Fp (intervalles prédits, et faux), et de faux négatifs Fn (intervalles attendus,
et non-prédits), on peut calculer la spécificité Sn = Vp/(Vp + Fn) et la sensibilité Sp =

Vp/(Vp +Fp).

Cependant, compte tenu des remarques du paragraphe précédent, les gènes sont sin-
gletons plus par essence, que par un taux élevé de réarrangements ou par faiblesse de
la reconstruction. Nous avons donc mesuré les mêmes statistiques de sensibilité et de
spécificité sur les intervalles des contigs et des chromosomes, en y supprimant d’abord
les singletons. Les nouvelles mesures, notées S′

n et S′
p, seront nécessairement plus favo-

rables que Sn et Sp car elles ne compteront pas d’erreur lorsqu’AGORA a laissé des gènes
en singletons.

Enfin, nous avons mesuré le nombre d’erreurs de fusions de chromosomes Ec, c’est-à-
dire le nombre d’intervalles prédits qui lient des gènes censés être sur des chromosomes
différents, et qui produisent un contig qui est la fusion de deux morceaux de chromosomes
différents. Ces erreurs, bien qu’intervenant sur un nombre restreint d’intervalles sont
critiques pour l’affichage et l’étude du caryotype ancestral. En effet, une seule de ces
erreurs peut définir un chromosome ancestral qui est la fusion de deux vrais chromosomes
distincts, ce qui peut à son tour rendre visuellement peu crédible la solution et cristalliser
des débats [Froenicke et al., 2006] sur la qualité d’une méthode de reconstruction. Alors
que dans le même temps, une inversion (si petite soit-elle) à l’intérieur d’un contig est
généralement considérée comme moins grave alors qu’elle correspond pourtant à deux
intervalles incorrects.

Les résultats sont montrés dans le tableau 13.7 pour Boreoeutheria mais sont, bien
sûr, disponibles pour tous les autres ancêtres. Parmi les combinaisons avec la méthode
size, les deux meilleurs paramètres sont f = «chemin le plus long» et size(Tmin = 1, Tmax =

1). Ils permettent respectivement de maximiser la sensibilité, et de minimiser le nombre
d’erreurs de fusions de chromosomes.

Ces paramètres doivent être optimisés pour tous les ancêtres, ce qui peut, a priori, don-
ner des valeurs de paramètres optimales différentes. Cependant, nous considérons que la
fonction de sélection f est caractéristique de la méthode de reconstruction au sens géné-
ral (plus précisément du protocole multi-passes) et doit être indépendante des ancêtres.
Nous nous attendions d’ailleurs à devoir choisir la fonction «poids des arêtes maximaux»
(ou une autre fonction qui maximise une mesure liée aux poids des arêtes) mais les ré-
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sultats montrent que la fonction «chemin le plus long» suffit. Il s’avère que l’architecture
des contigs donnée par les gènes robustes est de très bonne qualité et limite l’insertion
de gènes inadéquats. La méthode «chemin le plus long» essaie d’insérer le maximum de
gènes non-robustes dans chaque intervalle, ce qui, par définition, permet de maximiser
la sensibilité. La spécificité, elle, ne faiblit pas car l’algorithme de rajout des gènes non-
robustes inclut, dans tous les cas, une procédure de sélection en fonction des poids des
arêtes (lorsqu’un gène peut être inclus à plusieurs endroits). L’insertion des gènes non-
robustes ne se fait donc pas complètement sans tenir compte des poids des arêtes.

Pour la sélection des gènes robustes, il faut rappeler que les méthodes size et events

ont un esprit différent. events sélectionne les meilleurs arbres phylogénétiques en entier.
Après application de events, les listes de gènes de tous les ancêtres sont cohérentes entre
elles, et contiennent tous les gènes ancestraux possibles liés aux mêmes gènes modernes
(dans une proportion fixée globalement pg). Une valeur de pg est censée définir simulta-
nément les gènes de tous les ancêtres et mélanger les résultats de différentes sélections
events selon les ancêtres aurait peu de sens. En revanche, la méthode size découpe les
arbres en sous-arbres jusqu’à ce qu’ils rentrent dans les critères de tailles demandés. Un
gène moderne perdra donc (en général) ses homologies distantes après application de size

et pour des mêmes paramètres Tmin et Tmax, le taux de familles conservées sera plus élevé
pour un ancêtre récent que pour un ancêtre vieux (en effet, il est plus facile de trouver des
familles sans perte ni duplication en comparant 2 espèces qu’en en comparant 20). Les pa-
ramètres Tmin et Tmax peuvent donc naturellement être relâchés lorsqu’on considère des
ancêtres éloignés, voire, pour ceux-ci, revenir au protocole 1-passe.

Ici, les meilleurs résultats sont donnés par size(Tmin = 1, Tmax = 1) et par events(pg =

0,33) ou events(pg = 0,66). Ces paramètres (en particulier pg) varient selon les ancêtres.
Pour l’ensemble des ancêtres, la meilleure solution est de combiner plusieurs paramètres
de size selon les ancêtres et leur âge (plutôt que de choisir une valeur de pg). Ainsi
size(Tmin = 1, Tmax = 1) est utilisé pour les ancêtres Clupeocephala, Theria, et leurs des-
cendants. size(Tmin = 0,9, Tmax = 1,1) est utilisé pour les ancêtres Amniota, et Sauria et
ses descendants. Enfin, size(Tmin = 0,75, Tmax = 1,33) est utilisé pour les ancêtres Eute-

leostomi, Tetrapoda et Mammalia. Les résultats optimaux sont donnés sur le tableau 13.8
(résumé pour Boreoeutheria et Amniota dans le Tableau 13.12). Les contigs de Boreoeu-

theria triplent presque de taille et le N75 passe au-dessus des 500 gènes. C’est-à-dire
que trois quarts des gènes de Boreoeutheria sont présents dans des contigs de plus de
500 gènes (pour information, seuls 4 chromosomes humains ont une taille inférieure à
500 gènes). Les reconstructions d’Amniota augmentent de 50% en moyenne et le N50 est
presque triplé.

13.4 Reconstruction en scaffolds

Maintenant qu’AGORA a reconstruit l’ordre des gènes de la manière la plus précise
possible (contigs), nous pouvons passer au niveau d’adjacence suivant (l’adjacence des
contigs) pour former des scaffolds. Là encore, nous avons le choix entre le protocole 1-passe
et le protocole multi-passes. Le protocole multi-passes a été testé avec les blocs robustes
length(lmin = 50), length(lmin = 20), proportion(p = 50) et proportion(p = 70). Nous avons
réutilisé les mêmes jeux de génomes simulés que dans le paragraphe précédent. En repre-
nant les mêmes statistiques que précédemment, les résultats du tableau 13.9 montrent
que le protocole 1-passe fait beaucoup moins d’erreurs que le protocole multi-passes (quel
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Ancêtre Sp Sn S′
p S′

n Ec

Clupeocephala 84,2% 63,57% 96,54% 91,26% 0,68
Percomorpha 91,8% 82,41% 98,66% 97,34% 0,47

Tetraodontidae 94,7% 87,07% 99,33% 97,28% 0,18
Sauria 93,68% 82,24% 98,87% 95,04% 0,59

Neognathae 95,04% 88,13% 99,25% 97,99% 0,33
Phasianidae 95,75% 90,86% 99,47% 98,95% 0,07
Euteleostomi 81,97% 49,04% 99,21% 92,7% 0,67

Tetrapoda 86,81% 63,48% 98,41% 92,21% 0,84
Amniota 90,37% 75,96% 98,65% 96,2% 1,11

Mammalia 90,95% 76,92% 98,83% 95,81% 1,07
Theria 91,3% 79,25% 98,81% 97,2% 1,53

Eutheria 91,04% 79,68% 98,75% 97,36% 1,48
Boreoeutheria 92,62% 82,87% 98,88% 97,67% 1,79

Euarchontoglires 94,25% 86,57% 98,94% 97,73% 1,4
Primates 94,62% 87,2% 99,08% 97,57% 0,68

Haplorrhini 95,4% 88,85% 99,21% 97,7% 0,43
Simiiformes 94,0% 85,88% 98,99% 97,63% 0,34
Catarrhini 93,35% 84,7% 98,88% 97,7% 0,21
Hominidae 94,0% 86,39% 99,13% 98,26% 0,02
Homininae 93,51% 84,36% 99,33% 98,34% 0

Homo/Pan group 96,29% 91,58% 99,49% 99,01% 0
Metatheria 93,97% 80,58% 99,59% 95,38% 1,05

Atlantogenata 95,01% 87,7% 99,16% 97,21% 0,51
Afrotheria 95,94% 88,68% 99,4% 97,16% 0,41
Xenarthra 99,75% 48,61% 100,0% 72,67% 0,15

Laurasiatheria 94,55% 87,24% 99,1% 98,14% 1,17
Insectivora 99,84% 49,2% 99,99% 72,66% 0,15

Cetartiodactyla 95,97% 90,81% 98,99% 97,86% 0,46
Chiroptera 99,92% 50,06% 99,99% 72,83% 0,18
Carnivora 96,11% 89,57% 99,65% 97,84% 0,35

Lagomorpha 99,8% 48,15% 99,99% 72,07% 0,15
Strepsirrhini 99,89% 49,34% 100,0% 72,73% 0,15

Glires 94,93% 88,08% 99,2% 97,95% 0,93
Rodentia 95,6% 89,45% 99,31% 98,14% 0,94

Sciurognathi 96,06% 89,89% 99,41% 97,8% 0,71
Murinae 95,39% 89,67% 99,49% 98,91% 0,35

TABLE 13.11 – Performances, pour différents ancêtres, d’après les simulations, des recons-
tructions AGORA en scaffolds. Sn et Sp sont la sensibilité et la spécificité (les versions
avec un prime sont calculées sans tenir compte des singletons), Ec désigne le nombre d’in-
tervalles moyen, dans des contigs reconstruits, qui lient deux chromosomes différents.
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que soit le jeu de contigs robustes). Nous avons donc effectué les reconstructions en scaf-
folds avec le protocole 1-passe (statistiques de longueurs de blocs sur le tableau 13.10).

13.5 Performances réelles d’AGORA

La procédure finale pour reconstruire les ordres de gènes dans les ancêtres est sché-
matisée sur la Figure 13.7. La Tableau 13.12 montre le chemin parcouru dans ce chapitre

Méthode AGORA Gènes Contigs
Couverture

(gènes)
Couverture
(intervalles)

B
or

eo
eu

th
er

ia

sans édition des nœuds de duplication

contigs / 1-passe * 29479 1117 19575 66,40% 18458 62,66%
avec édition des nœuds de duplication

contigs / 1-passe * 22137 411 18218 82,30% 17807 80,51%
contigs / 1-passe 22184 406 18231 82,18% 17825 80,42%

contigs / multi-passes 22184 168 18757 84,55% 18589 83,87%
scaffolds / 1-passe 22184 133 18757 84,55% 18624 84,03%

A
m

n
io

ta

sans édition des nœuds de duplication

contigs / 1-passe * 21455 1379 15345 71,52% 13966 65,16%
avec édition des nœuds de duplication

contigs / 1-passe * 18294 1212 14993 81,96% 13781 75,41%
contigs / 1-passe 18637 1226 15022 80,60% 13796 74,10%

contigs / multi-passes 18637 858 15220 81,67% 14362 77,14%
scaffolds / 1-passe 18637 609 15220 81,67% 14611 78,48%

Méthode AGORA 25% 50% 75% N75 N50 N25 Max Moyenne

B
or

eo
eu

th
er

ia

sans édition des nœuds de duplication

contigs / 1-passe * 2 4 20 26 54 93 211 17,52
avec édition des nœuds de duplication

contigs / 1-passe * 2 7 42 79 172 276 493 44,33
contigs / 1-passe 3 8 47 74 164 251 492 44,90

contigs / multi-passes 2 4 13 564 798 1192 1826 111,65
scaffolds / 1-passe 2 3 29 596 952 1192 1826 141,03

A
m

n
io

ta

sans édition des nœuds de duplication

contigs / 1-passe * 3 5 12 9 22 52 163 11,13
avec édition des nœuds de duplication

contigs / 1-passe * 3 5 13 11 26 62 238 12,37
contigs / 1-passe 3 5 13 11 26 59 238 12,25

contigs / multi-passes 3 5 13 18 68 170 528 17,74
scaffolds / 1-passe 2 5 14 34 175 440 650 24,99

Moyenne des vertébrés 332 649 944 689 952 1367 5054 721,54

TABLE 13.12 – Évolution des statistiques de reconstruction de Boreoeutheria et Amniota

au fur et à mesure de l’amélioration de la méthode. L’astérisque indique les reconstruc-
tions avant insertion des 3 espèces supplémentaires. Les moyennes sur l’ensemble des
génomes des vertébrés sont rappelées à titre indicatif.
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FIGURE 13.7 – Schéma récapitulatif de la procédure de reconstruction de l’ordre des gènes
dans AGORA. Les données utilisées en entrée d’AGORA sont les annotations disponibles
dans la base de données Ensembl (annotations des gènes et arbres phylogénétiques). Dans
ce chapitre, nous avons paramétré AGORA pour extraire des sous-jeux de gènes, dits ro-
bustes, pour produire l’ossature de la reconstruction de l’ordre de gènes, avant de réinsé-
rer les autres gènes. Enfin, nous appliquons une reconstruction en scaffolds (qui permet
d’atteindre le caryotype pour de nombreux ancêtres, voir chapitre 14). Les données sont,
en fin de processus, mises à disposition de la communauté, via le serveur Genomicus
(chapitre 15).
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(sur Boreoeutheria et Amniota), pour la configuration et l’optimisation des reconstructions
AGORA. Les performances finales (longueur des scaffolds : tableau 13.10, performances
d’après simulations : Tableau 13.11) montrent que les mammifères sont très bien recons-
truits (excepté pour les ancêtres situés à la convergence d’espèces séquencées à faible
couverture). Au-delà, le signal d’adjacence est trop faible pour pouvoir être aussi bien ex-
ploité et les scaffolds restent de taille assez limitée. Il sera donc nécessaire d’utiliser les
reconstructions basées sur walktrap et concorde. Nous n’avons pas encore paramétré ces
approches, mais une tentative de walktrap sur l’ancêtre Euteleostomi (section suivante)
augure de bons résultats.

13.6 Duplications de génomes

Pour les reconstructions basées sur l’exploitation de duplications complètes de gé-
nomes, il n’y a pas de paramètres à régler dans les méthodes AGORA. Il a donc uni-
quement fallu appliquer les méthodes vues au chapitre 11 pour les ancêtres Teleostei

et Chordata. Enfin, pour Euteleostomi (le plus vieil ancêtre des vertébrés), pour lequel
les méthodes AGORA basées sur l’ordre des gènes éprouvent des difficultés, nous avons
testé la méthode walktrap, afin de vérifier que le résultat était proche de la reconstruc-
tion de Chordata post-duplication. Les statistiques sont données sur le Tableau 13.13 et
confirment l’intérêt des méthodes basées sur les duplications complètes de génomes : les
ancêtres sont reconstruits avec une couverture (nombre de gènes inclus dans les chro-
mosomes) et un nombre de chromosomes inégalés par les méthodes AGORA classiques
(quelque dizaines de chromosomes, avec un N50 de plus de 500 gènes). De plus, on re-
marque que la reconstruction avec walktrap de l’ancêtre Euteleostomi est équivalente à
un caryotype complet, malgré son âge.

Ancêtre Gènes Chromosomes
Chromosomes
(> 100 gènes)

Singletons

Teleostei (pré-dup) 14712 40 14 43
Chordata (pré-dup) 5169 20 11 0
Chordata (post-dup) 15265 44 38 546

Euteleostomi (walktrap) 18171 97 28 3195

Ancêtre 25% 50% 75% N75 N50 N25 Max Moyenne

Teleostei (pré-dup) 4 26 651 1035 1274 1406 1432 366,73
Chordata (pré-dup) 2 148 487 487 635 705 761 258,45
Chordata (post-dup) 149 279 497 294 502 635 908 331,52

Euteleostomi (walktrap) 2 2 205 385 693 913 1160 154,39
Moyenne des vertébrés 332 649 944 689 952 1367 5054 721,54

TABLE 13.13 – Statistiques de longueurs de blocs pour les reconstructions liées aux du-
plications complètes de génome.
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Comparaison des résultats d’AGORA
aux références
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Le chapitre précédent a montré la faisabilité des approches AGORA pour la recons-
truction de génomes ancestraux chez les vertébrés. La méthode a été paramétrée de ma-
nière optimale pour obtenir les génomes les plus proches des caryotypes ancestraux. Dans
ce chapitre, nous allons comparer les résultats d’AGORA (y compris les reconstructions
pas encore validées par des simulations) aux consensus existant pour les trois espèces
ancestrales présentées dans l’introduction (chapitre 3).

14.1 Boreoeutheria

Les reconstructions chez les vertébrés ont été systématiquement menées avec la mé-
thode basée sur les adjacences (reconstruction en contigs, puis en scaffolds). La recons-
truction AGORA de l’ancêtre Boreoeutheria est composée de 25 scaffolds de plus de 150
gènes, et qui incluent 80,36% des gènes ancestraux (95,04% lorsqu’on ne tient pas compte
des singletons). Ces 25 scaffolds sont en correspondance 1-1 avec les 24 chromosomes an-
cestraux définis dans l’introduction, à la différence près de la fusion des chromosomes
humains 7 et 16 qui n’est pas vue.

Nous avons comparé l’ordre des gènes dans les scaffolds AGORA à l’ordre prédit dans
les 29 CARs de Ma et al. [2006]. Leur reconstruction prédit 1309 adjacences ancestrales
parmi 1338 segments conservés entre les mammifères. Nous avons transcrit les coor-
données de ces segments sur les nouveaux assemblages des génomes, et sélectionné les

l Ê 150 100 < l < 50 50 < l Ê < 10 10 > l Singletons
Nombre de scaffolds 25 5 15 88 3427

Nombre de gènes inclus 17827 379 301 250 3427

TABLE 14.1 – Statistiques sur les longueurs de scaffolds de Boreoeutheria.
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925 segments conservés qui contenaient au moins un gène ancestral non-singleton dans
AGORA, et qui pouvaient donc être comparés. Parmi les 896 adjacences qu’ils repré-
sentent, 850 sont également prédites par AGORA, 3 lient des extrémités de scaffolds
AGORA, et 43 adjacences totalement incompatibles. Dans l’autre sens, ils prédisent 2 ad-
jacences fausses (qu’AGORA a évité) et en ratent 4 qu’AGORA prédit. Une analyse plus
poussée des différences est en cours, afin de préciser quelle configuration est correcte.

14.2 Teleostei pré-duplication

La reconstruction de l’ancêtre Teleostei pré-duplication a été effectuée par la méthode
de la synténie dédoublée (avec comme paramètre pour le critère de proximité des gènes
dans les espèces dupliquées : d = 25 gènes) AGORA calcule le même caryotype ancestral
que [Kasahara et al., 2007], mais en fusionnant leurs chromosomes f et g. Cette fusion,
jamais prédite par les autres études semble artefactuelle et causée par l’utilisation simul-
tanée de toutes les espèces de poissons téléostéens séquencés. Le Tableau 14.2 montre une
concordance malencontreuse entre les chromosomes du poisson zèbre et de l’épinoche qui
contiennent les fragments des chromosomes ancestraux f et g. En particulier, la paire
de chromosomes 14/7 du poisson zèbre correspond exactement à ces deux chromosomes
ancestraux. Notre programme de reconstruction utilise simultanément tous les génomes
et reprend, au moment de la comparaison des blocs de synténie dédoublée, le système
d’interpolation défini par l’Équation 6.1 pour calculer un score qui indiquera si deux blocs
partagent la même alternance sur les chromosomes dupliqués. Dans notre étude, les blocs
issus des chromosomes f et g ont donc eu un score de similarité élevé pour le poisson zèbre
et l’épinoche, et cette valeur a été propagée à la valeur ancestrale moyenne, utilisée pour
le clustering, ce qui a favorisé leur fusion.

Toutes les études automatiques précédentes étaient basées sur le génome de tétrao-
don, ou de medaka, et n’étaient donc pas impactées par la colocalisation des chromosomes

Chromosome Chromosomes modernes
ancestral Tétraodon Épinoche Medaka Poisson zèbre

a 10 14 XV XVIII 22 24 17 et 13 20
b 8 et 10 21 XX X 16 11 16 19
c 2 3 et 5 XVI I 21 2 9 6 1
d 2 et 18 17 V et IX VI 19 et 1 15 12 et 1 13
e 2 et 18 3 V et IX XI 19 et 1 8 12 et 1 3
f 18 20 IX VII 1 18 1 et 14 7
g 1 7 IV VII 10 14 14 21 7
h 7 10 et 16 VII I 14 13 21, 5, et 10 15 et 18
i 4 12 XIV XIII 12 9 10 et 21 5 et 8
j 5 13 II XIX 3 6 7 25 et 18
k 13 19 XIX IV 6 23 25 et 18 4
l 9 11 XII XVII 7 5 23 et 8 11 et 6
m 1, 6, et 16 15 XXI et VIII III 4 et 20 17 24 et 7 2

TABLE 14.2 – Répartition des chromosomes ancestraux Teleostei pré-duplication sur les
chromosomes des espèces modernes, organisée selon les paires issues de la duplication
complète. La nomenclature des chromosomes ancestraux provient de Kasahara et al.

[2007].
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f et g chez le poisson zèbre et l’épinoche. Cependant, en ajoutant que dans la reconstruc-
tion avec medaka [Kasahara et al., 2007], les auteurs avaient remarqué une translocation
du chromosome 18 sur le chromosome 10 d’un fragment du chromosome ancestral f, on
peut se poser la question de la validité du modèle où f et g sont deux chromosomes ances-
traux différents.

Il faudrait pour cela étudier la localisation des chromosomes f et g dans les espèces
non-dupliquées. Si ces chromosomes sont colocalisés ou mélangés, on pourra, par parcimo-
nie, conclure que les f et g représentent le même chromosome ancestral pré-duplication.

14.3 Chordata pré/post-duplication

La reconstruction des génomes pré-2R et post-2R a été menée avec les méthodes ba-
sées sur les ohnologues uniquement, en se servant du génome Amniota comme génome
dupliqué, et avec comme paramètre pmin = 10−5 pour découper les scaffolds d’Amniota en
segments non-réarrangés. Le caryotype pré-2R est composé de 11 chromosomes (et donc
celui post-2R de 44 chromosomes). Nous n’avons pas encore comparé ce caryotype au ré-
sultat de [Nakatani et al., 2007] et Putnam et al. [2008], et ne pouvons donc juger de la
qualité de la reconstruction.

14.4 Évolution du caryotype chez les vertébrés

Dans les trois figures suivantes, les caryotypes dessinés comprennent les scaffolds de
pus de 100 gènes (s’il y en a au moins 20, sinon aucune taille minimale n’est imposée),
mais, dans tous les cas, jamais plus de 50 scaffolds ne seront dessinés. Les données chif-
frées sur les comparaisons des ancêtres entre eux et la concordance des reconstructions
ne sont pas encore disponibles, nous nous contenterons pour l’instant d’une description
visuelle. Seuls les génomes reconstruits avec les scaffolds disposent d’un ordre de gènes.
Pour les autres, les gènes sont dessinés selon l’ordre des chromosomes de l’espèce réfé-
rence.

La première figure (Figure 14.1) montre une partie des caryotypes des espèces ances-
trales reconstruits chez les vertébrés (les nœuds de concours des espèces séquencées à
haute couverture) avec la méthode «classique» (ordre de gènes ancestral, dans les scaf-
folds). On retrouve visuellement la conclusion du tableau 13.10 : les ancêtres éloignés (en
particulier Euteleostomi) sont très mal reconstruits (du point de vue de la continuité), ce
qui confirme l’intérêt des méthodes de clustering ou utilisant les duplications complètes,
pour pouvoir cibler des ancêtres très anciens.

La figure suivante (Figure 14.2) montre les caryotypes chez les poissons, en prenant
comme référence le génome pré-duplication reconstruit par la méthode de synténie dé-
doublée. Malgré des méthodes différentes, il semble y avoir concordance entre le génome
pré-duplication et les génomes reconstruits en scaffolds (Percomorpha et Tetraodontidae).

Enfin, nous avons testé le clustering en chromosomes (avec walktrap) sur l’ancêtre
Euteleostomi (car c’était l’ancêtre le moins bien reconstruit après la phase scaffolds). La
Figure 14.3 compare 4 génomes reconstruits avec des méthodes différentes et indépen-
dantes : Amniota (scaffolds), Teleostei (synténie dédoublée), Euteleostomi (walktrap) et
Chordata pré- et post-2R (appariement des ohnologues). La comparaison des génomes
n’est pas encore chiffrée, mais visuellement, les génomes concordent nettement, ce qui
validerait simultanément les 4 approches.
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Navigateur de génomes : Genomicus
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Nous avons défini dans les chapitres précédents une série d’outils pour comparer les
génomes modernes et reconstruire des génomes ancestraux. Afin de pouvoir analyser ces
résultats et les rendre accessibles à la communauté, il était nécessaire d’avoir un outil
qui permette de visualiser ces données. Des outils existent pour comparer des génomes,
mais ils sont généralement limités à la comparaison simultanée de deux ou trois espèces
[Derrien et al., 2007, Sinha et Meller, 2007, Courcelle et al., 2008, Lyons et al., 2008],
ou proposent un choix restreint d’espèces [Byrne et Wolfe, 2005, Dong et al., 2009], ce qui
limite rapidement la profondeur de l’analyse et sa facilité. De plus, il nous était nécessaire
d’avoir un outil capable de comparer l’état ancestral aux états modernes (ce qui n’était pas
le cas de [Jensen et al., 2009, Pan et al., 2005]), et ainsi s’affranchir des traditionnelles
comparaisons d’espèces modernes entre elles.

Le manque d’outils s’explique par le fait que la génomique comparative est encore re-
lativement jeune, car elle n’est possible que depuis l’avènement du séquençage systéma-
tique des génomes des espèces qui nous entourent. Nous avons développé et mis en place
un navigateur de génomes, Genomicus, entièrement fondé sur les données d’AGORA,
et développé dans la seule optique de comparaison de génomes, qui permet rapidement
d’analyser l’évolution d’un génome ou d’une de ses régions, sur de grandes distances phy-
logénétiques.

15.1 Présentation

Genomicus est accessible en ligne depuis début 2009 sur http://www.dyogen.ens.

fr/genomicus/ 1. Les données proviennent d’Ensembl et des reconstructions AGORA et
sont mises à jour simultanément avec Ensembl (approximativement tous les deux mois)
tandis que les versions précédentes sont archivées et restent disponibles. Depuis sa mise
en ligne, Genomicus est continûment utilisé par des dizaines d’équipes dans le monde
(voir Tableau 15.1). Genomicus est également accessible depuis les pages d’Ensembl (via

1. Les données complètes sont téléchargeables au format texte sur le serveur FTP ftp://ftp.

biologie.ens.fr/pub/dyogen/genomicus/.
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Enter a gene name (Ensembl nomenclature or approved gene symbol)

You can restrict the search to one species (ancestral or modern).

Selected examples can be found here

Genomicus  is  a  genome browser  that  enables  users  to  navigate  in genomes  in several dimensions:  linearly  along

chromosome axes, transversaly across different species, and chronologicaly along evolutionary time.

Once a query gene has been entered, it is displayed in its genomic context in parallel to the genomic context of all its

orthologous and paralogous copies in all the other sequenced metazoan genomes. Moreover, Genomicus stores and

displays the predicted ancestral genome structure in all the ancestral species within the phylogenetic range of interest.

All the data on extant species displayed in this browser are from Ensembl , JGI, and Genoscope.

Summary statistics of Genomicus version 59.01:

Number of extant species 53

Number of extant genes 943946

 

Number of ancestral species 44

Number of ancestral genes 771434

Number of ancestral synteny blocks 31588

What's new in version 59.01 ?

Update to Ensembl release 59

Genomicus — database version: 59.01 / Web-code version: 2010-01-22 — Dyogen Team

 

DYOGEN group

web-code version: 2010-01-22

database version: 59.01

Help & Documentation

Examples

Statistics

Archives

Downloads

Site history

 Contact us.

Euteleostomi (~420 My ago) - block_1214

Clupeocephala (~320 My ago)

Clupeocephala (~320 My ago) - block_286

Zebrafish - Chr:13

Percomorpha (~190 My ago) - block_66

Tetraodontidae (~65 My ago) - block_302

Fugu - scaffold_52

Tetraodon - Chr:18

Smegmamorpha (~170 My ago) - block_20

Medaka - Chr:15

Stickleback - Chr:groupVI

Clupeocephala (~320 My ago) - block_1281

Zebrafish - Chr:1

Percomorpha (~190 My ago) - block_409

Tetraodontidae (~65 My ago) - block_2

Fugu - scaffold_62

Tetraodon - Chr:Un_random

Smegmamorpha (~170 My ago) - block_121

Stickleback - Chr:groupIX

Medaka - Chr:1

Tetrapoda (~359 My ago) - block_109

Frog - scaffold_238

Amniota (~326 My ago) - block_39

Genomicus — database version: 59.01 / Web-code version: 2010-01-22 — Dyogen Team

Genomicus v59.01 - PhyloView View

FIGURE 15.1 – Captures d’écran de Genomicus. Haut : Page d’accueil. Bas : Vue Phylo-
View sur le gène fgf8a (fibroblast growth factor 8) du poisson zèbre.
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le lien View synteny in Genomicus des arbres de protéines) et le moteur de recherche
Bioinformatic Harvester 2 [Liebel et al., 2005] dans l’onglet «Évolution».

A :

Mois Visiteurs différents Visites Hits Bande passante
Oct 2009 734 1299 17334 1,92 Go
Nov 2009 803 1320 12525 1,55 Go
Déc 2009 629 974 7916 1,17 Go
Jan 2010 750 1186 8633 3,29 Go
Fév 2010 794 1207 20601 4,76 Go
Mar 2010 1421 2577 27383 13,45 Go
Avr 2010 967 1657 22767 8,02 Go
Mai 2010 773 1314 20931 4,22 Go
Juin 2010 654 1180 15638 4,18 Go
Juil 2010 587 1134 15959 3,68 Go
Aoû 2010 573 1405 14381 3,24 Go
Sep 2010 592 1241 16225 5,52 Go

B :

Pays Nombre de pages Bande passante
Europe (pays non identifié) 67336 4,25 Go

États-Unis 53103 4,59 Go
France 33698 4,87 Go

Norvège 10036 2,16 Go
Japon 6896 2,43 Go

Grande Bretagne 4345 1,10 Go
Singapour 4081 0,67 Go

Canada 3808 1,04 Go
Chine 3034 0,98 Go

Allemagne 2484 1,00 Go
Portugal 2327 0,78 Go

TABLE 15.1 – Statistiques d’utilisation du site Genomicus. A : Nombre de visites men-
suelles, entre octobre 2009 et septembre 2010. Le pic d’utilisation en mars correspond à
la parution de l’article Muffato et al. [2010]. B : Origine des connexions au site durant
cette même période.

Techniquement, Genomicus est composé de scripts Perl, exécutés sur un serveur web
Apache2 (grâce à mod_perl) et interfacés à une base de données MySQL. Les dessins
sont constitués de commandes XHTML-SVG-CSS et rendus par le navigateur web de
l’utilisateur. Du JavaScript (AJAX) permet d’augmenter l’interaction avec l’utilisateur.

Les vues actuellement disponibles sont accédées via un gène dit «de référence» et une
espèce ancestrale, qui indique la profondeur phylogénétique de l’étude.

PhyloView montre le voisinage du gène de référence, ainsi que le voisinage de ses or-
thologues et paralogues dans les autres espèces. Les espèces sont ordonnées selon
l’arbre phylogénétique du gène de référence. Ainsi, une espèce peut être en double
si elle contient deux gènes paralogues, tout deux homologues du gène de référence.

2. http://harvester.fzk.de/
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La méthode AGORA est désormais établie et validée, les données générées sont dispo-
nibles à la communauté sur le serveur Genomicus, et les efforts sont désormais concentrés
sur l’analyse des génomes ancestraux (chapitre suivant) pour permettre une compréhen-
sion globale de l’évolution des gènes et des génomes des vertébrés. Cependant, certaines
des étapes d’AGORA ne sont pas encore optimales et pourraient être améliorées (préci-
sion, efficacité) ou étendues pour gérer davantage de scénarios évolutifs. Dans ce chapitre,
nous reprenons certaines étapes clés du processus de reconstruction et énumérons les li-
mites et améliorations possibles.

16.1 Avantages, limites, et risques de l’approche locale

Nous avons privilégié, dans les algorithmes de reconstruction AGORA, les méthodes
fondées sur des parcours de graphes (dont les arêtes représentent des adjacences de gènes
ou de contigs). La parcours de graphe implique qu’une adjacence ancestrale ne peut être
prédite que si elle est vue dans des comparaisons d’espèces modernes, utiles pour l’ancêtre
en question.

L’avantage de cette approche est la qualité des reconstructions qui en découlent. En
effet, une adjacence n’est sélectionnée chez un ancêtre que si elle est vue dans au moins
une comparaison d’espèces, c’est-à-dire dans deux génomes modernes. Dans la plupart des
cas, les algorithmes qui emploient cette approche prennent en considération le nombre de
comparaisons qui soutiennent chaque adjacence. Une adjacence ne peut être choisie que
si aucune autre adjacence, vue dans plus de comparaisons, n’était possible. Une recons-
truction est donc composée des meilleures adjacences possibles, et ceci se retrouve dans
les performances d’AGORA (plus de 98% de spécificité, sans tenir compte des singletons).
Cependant, ce processus appelle deux commentaires.

Le premier concerne la capacité d’AGORA à détecter et prédire les adjacences (sensibi-
lité). En effet, une adjacence qui n’est jamais vue dans des génomes modernes ne peut pas
(dans le cas du protocole 1-passe) être prédite chez des ancêtres. Ainsi, la moindre rupture
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de conservation de l’ordre des gènes entraîne des coupures dans les contigs reconstruits.
C’est par exemple le constat qui a été fait lors de l’analyse des résultats du protocole 1-
passe (les contigs butaient sur des gènes non-robustes, sous-section 13.2.2) et qui a mené
à l’utilisation du protocole multi-passes. Grâce à l’utilisation d’un jeu de gènes robustes
et du protocole multi-passes, les reconstructions peuvent inclure des adjacences ances-
trales qui ne sont jamais vues dans les génomes modernes (Figure 10.2), ce qui améliore
nettement les performances d’AGORA (Tableau 13.12). La sélection de sous-ensembles
de marqueurs «robustes», alliée à l’utilisation du protocole multi-passes permet d’adapter
AGORA aux biais présents dans les données que le protocole 1-passe n’est pas capable
de dépasser. Il s’agit du premier axe de récursivité (Figure 16.1) : AGORA permet de sé-
parer les marqueurs en niveaux de robustesse et de reconstruire le génome ancestral en
traitant récursivement des groupes de marqueurs.

Une fois les contigs obtenus à partir des adjacences de gènes conservés, AGORA offre
un niveau supplémentaire de reconstruction (les scaffolds) en utilisant les adjacences de
contigs. AGORA dispose donc d’un deuxième axe de récursivité (Figure 16.1), en per-
mettant de faire une reconstruction sur un ensemble de marqueurs correspondant au
résultat d’une autre reconstruction (en laissant toujours le choix des protocoles). En re-
marquant que les scaffolds sont des contigs de contigs, on peut donc imaginer reconstruire
des contigs de scaffolds, et ainsi de suite. Les variations d’AGORA sont donc immenses et
permettent de gérer de nombreuses situations, mais toujours en utilisant de la conserva-
tion d’adjacences.

Avec la reconstruction en scaffolds, les performances dans les reconstructions chez les
vertébrés se sont améliorées. Cependant, la reconstruction d’ancêtres éloignés (Amniota,
par exemple) n’atteint pas encore le niveau d’un caryotype complet. En effet, passé une
certaine distance évolutive, l’adjacence devient un critère trop stringent pour comparer
les génomes. Il serait intéressant d’inclure la notion intermédiaire d’intervalle commun
[Chauve et Tannier, 2008], qui permet d’identifier des ensembles de marqueurs groupés
dans plusieurs génomes, mais sans conservation d’ordre, et qui est une forme d’adjacence
encore plus relâchée. Le résultat sur les génomes ancestraux aurait un degré de précision
intermédiaire : certaines régions seraient définies par un contenu non-ordonné (que l’on
pourrait éventuellement résoudre avec le voyageur de commerce) mais cela permettrait
d’avoir une meilleure continuité dans les génomes ancestraux reconstruits.

L’autre point est la prédiction d’intervalles incorrects (spécificité) et le risque de fusion
de chromosomes qui en découle (particulièrement visibles quand les reconstructions at-
teignent la taille de chromosomes, comme au niveau de reconstruction «scaffolds»). Bien
que nous n’en ayons pas observé dans les reconstructions réelles de Boreoeutheria, de
telles erreurs peuvent se produire d’après les simulations. Par exemple, dans le cas du
protocole 1-passe, toujours pour Boreoeutheria, sur les 27374 adjacences conservées de
gènes issues des comparaisons d’espèces, seules 17797 (65,0%) se retrouvent dans la re-
construction finale. Cela signifie que les 9577 autres adjacences sont autant de pièges
dressés devant AGORA, éventuellement capables de créer des fausses fusions de chro-
mosomes dans les reconstructions. La situation a, là encore, été améliorée avec le pro-
tocole multi-passes. Pour la première étape (de-novo), sur les 6226 adjacences possibles,
5703 (91,6%) sont effectivement choisies par AGORA. Cela confirme l’intérêt de faire une
reconstruction sur des gènes dits robustes (c’est-à-dire bien annotés, et non sujets à la
délétion ou la duplication) : le risque de fausses fusions a significativement diminué, et
reste relativement maitrisé dans les reconstructions d’AGORA. Toutefois, par précaution,
il est envisageable de rajouter une étape de curation manuelle (vérification des réarrange-
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ments plus grand qu’une certaine taille, à fixer en nombre de gènes) des reconstructions
pour assurer une bonne qualité des génomes ancestraux, avant de les rendre disponibles
sur Genomicus.

Chauve et al. [2010] souligne l’importance du jeu de données pour les reconstructions
de génomes ancestraux. En particulier, les auteurs proposent de mesurer la stabilité des
reconstructions en faisant varier les ensembles de marqueurs, et d’associer aux adja-
cences ancestrales une mesure de conservation. Cette mesure est déjà disponible dans
AGORA : chaque adjacence ancestrale correspond à une arête d’un graphe, et dispose
donc d’un poids, entier, indiquant le nombre de comparaisons d’espèces qui la supporte.
Nous avons pour projet de mettre à disposition ces données sur Genomicus, pour poin-
ter les adjacences «faibles». Quant à la stabilité des reconstructions par rapport au jeu
de données, on a pu estimer dans la sous-section 13.2.2 les différences entre le protocole
1-passe et le protocole multi-passes avec des gènes «robustes» : on peut conclure que la
fragmentation des chromosomes ancestraux en contigs n’est absolument pas stable (pour
Boreoeutheria, l’écart entre les nombres de contigs est un facteur proche de 3), mais les
simulations (tableau 13.7) montraient que la spécificité était équivalente dans les deux
protocoles. Autrement dit, le contenu et l’ordre des gènes dans les contigs étaient stables.

16.2 Avantages, limites, et risques de l’approche glo-
bale

Nous avons privilégié dans AGORA des méthodes basées sur des parcours de graphe,
avec en particulier des méthodes de résolution qui choisissent séparément les «bonnes»
adjacences, sans utiliser d’optimisation globale. Les méthodes d’optimisation (typique-
ment des recherches de flots de coûts minimaux) ont été volontairement mises à l’écart,
en raison des déboires de MGR. Toutefois, il n’y a aucune preuve que ces algorithmes, in-
tégrés à nos données de gènes ancestraux et à nos protocoles de reconstruction, donnent
de mauvais résultats, il pourrait être intéressant de les tester pour s’en assurer.

En dehors de la reconstruction d’adjacences ancestrales, deux autres techniques sont
disponibles dans AGORA : le clustering (avec walktrap) et le voyageur de commerce (avec
concorde). Ces deux méthodes fournissent un résultat global (des groupes de contigs ou
un ordre de contigs) sans que l’on puisse justifier chaque décision (appartenance de deux
contigs à un même groupe, adjacence de deux contigs) car les décisions ne sont pas prises
à un niveau local.

Plus précisément, la méthode de clustering walktrap fonctionne sur le principe de
marches aléatoires dans un graphe de similarité pour identifier des sous-graphes denses,
fortement connectés. La décision de mettre deux contigs dans le même groupe est donc
prise en étudiant leur voisinage dans le graphe, et non en comparant directement les deux
contigs. Nous avons observé une limite (empirique) sur le graphe que walktrap traite : les
objets à clusteriser doivent former de tels sous-graphes de quelques dizaines de sommets
au minimum. Par exemple, lorsque walktrap est utilisé pour définir les chromosomes an-
cestraux (lorsqu’on a épuisé toutes les informations d’adjacence), le résultat est de bonne
qualité lorsque les contigs à clusteriser sont assez nombreux (plusieurs centaines, ce qui
est équivalent à avoir une dizaine de gènes en moyenne par contig), ce qui est le cas pour
Amniota ou Euteleostomi, mais pas pour des ancêtres récents.

Les limites de concorde sont, elles, davantage d’ordre technique (distances représen-
tées par des valeurs entières, contrainte sur les distances pour utiliser des sommets orien-
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tés), sachant que la résolution d’un problème de voyageur de commerce devient, dans tous
les cas, difficile lorsqu’on dépasse le millier de nœuds. L’utilisateur peut guider le résul-
tat en définissant une distance particulière qui favorise la juxtaposition de deux sommets
donnés, mais ne peut avoir la garantie que l’ordre final les fera apparaître en voisins car le
résultat de concorde reste une optimisation globale. Il pourrait être intéressant de mettre
en place une méthode hybride, qui implique des décisions prises sur des raisonnements
de parcimonie (grâce à des comparaisons avec des espèces clés), et qui se rabat sur une
optimisation via un voyageur de commerce sur le reste.

Pour finir, revenons sur une optimisation possible de la méthodologie walktrap pour
clusteriser des contigs en chromosomes ancestraux. Pour l’instant, la définition de la me-
sure de similarité se fait de la manière suivante : pour chaque paire de contigs, vérifier
s’ils sont vus sur le même chromosome dans chaque espèce moderne, définir ainsi des 0 et
1 qui seront interpolés par l’Équation 6.1 pour définir une probabilité de synténie ances-
trale. Ce modèle ne fait pas intervenir le risque d’observer par coïncidence deux contigs
sur le même chromosome. Ainsi, pour une espèce de n chromosomes contenant autant
de marqueurs sur chaque chromosome, deux marqueurs pris au hasard ont approxima-
tivement 1 chance sur n d’appartenir au même chromosome. Ce risque est d’autant plus
élevé sur une espèce qui contient peu de chromosomes, or le nombre de chromosomes
peut varier d’un facteur 4 d’une espèce à l’autre (le génome de l’opossum possède 9 paires
chromosomes et celui du chien 39). De plus, au fur et à mesure des réarrangements, un
génome se mélange, jusqu’à apparaître comme un arrangement aléatoire des gènes, par
rapport au génome de départ. Pour la reconstruction d’un ancêtre donné, la confiance
qu’on peut accorder en la synténie qu’on y observe décroit donc avec la distance évolutive
qui les sépare. Tous ces éléments ne sont pas encore pris en compte, et il serait donc sage
d’utiliser un modèle plus fin de prédiction de synténie ancestrale, basé sur le nombre et
la taille des chromosomes de chaque espèce, et les longueurs des branches.

16.3 Arbres phylogénétiques des gènes

Comme vu dans la sous-section 13.2.1, les arbres phylogénétiques sont peu fiables
quant à l’inférence des nœuds de duplication. Nous avons développé une solution ad-hoc
pour gérer le problème en supprimant les nœuds douteux et éditant les arbres phylogé-
nétiques correspondants pour qu’ils restent réconciliés avec la phylogénie des espèces. La
solution ultime est évidemment de disposer d’une méthode de reconstruction d’arbre phy-
logénétique infaillible. C’est une tâche ardue, et il est dans tous les cas opportun d’inclure
dans AGORA des filtres pour vérifier la cohérence des données (la valeur optimale du
seuil est d’ailleurs recalculée à chaque version d’Ensembl). La méthode d’édition actuelle
pourrait être améliorée selon les points suivants :

Gestion des espèces séquencées à faible couverture. Tout d’abord, le score de
confiance utilisé est celui fourni par Ensembl Compara. Pour rappel, il est égal au
rapport entre le nombre d’espèces présentes dans les deux sous-arbres qui suivent la
duplication, par rapport aux nombre d’espèces présentes dans au moins un d’entre
eux. Partant du constat qu’un génome séquencé à faible couverture ne contient
qu’environ 2/3 du génome total, on s’attend à ce que les gènes des espèces à faible
couverture soient souvent absents des arbres. Il serait donc naturel de mesurer le
score de confiance uniquement sur les espèces séquencées entièrement.
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Degré de modification de l’arbre phylogénétique. Sur un autre plan, la modifica-
tion d’un arbre se fait en déplaçant les nœuds de duplication peu supportés vers
les feuilles de l’arbre (dans le but de les transformer en duplications terminales in-
dépendantes). Une solution intermédiaire (et moins invasive) aurait été de pousser
les nœuds de duplication ancêtre par ancêtre vers les feuilles, jusqu’au nœud qui
permette d’avoir un score de confiance suffisant.

Seuils dépendants selon les ancêtres. Tous les nœuds de duplication de tous les an-
cêtres sont actuellement confrontés au même seuil, calculé sur la moyenne des N50
des reconstructions de tous les ancêtres. Cela cache le fait que la valeur optimale
globale ne l’est pas nécessairement pour chaque ancêtre. Il est donc possible d’adap-
ter le seuil à chaque ancêtre afin d’optimiser plus finement les arbres.

Utilisation de la synténie. La solution la plus reconnue pour avoir des arbres phylogé-
nétiques de bonne qualité (en dehors d’augmenter le nombre de génomes séquencés)
est l’inclusion de mesures de synténie de gènes. Le principe sous-jacent est que des
gènes orthologues ont, en général, des gènes voisins orthologues entre eux et que
les gènes paralogues sont, en général, à des positions différentes dans les génomes.
Une telle mesure a été utilisée dans Ensembl (jusqu’à la version 41) avant qu’ils ne
basculent sur une approche via les arbres phylogénétiques. La synténie est régu-
lièrement employée pour mesurer la justesse d’un jeu de gènes orthologues [Vilella
et al., 2009] et des méthodes s’en servent pour définir des jeux de paires (ou clus-
ters) de gènes orthologues [Burgetz et al., 2006, Swidan et al., 2006], mais seul
SYNERGY [Wapinski et al., 2007] est capable d’utiliser la synténie pour guider la
reconstruction d’arbres phylogénétiques.

Dans notre cas (édition des arbres Ensembl), il faut définir pour chaque gène une
mesure de synténie de ses voisins et utiliser cette mesure pour les nœuds de du-
plication à la place du score de confiance. La difficulté réside dans la circularité de
la définition, car l’orthologie des gènes voisins est elle-même soumise à l’édition de
nœuds de duplication.

Nous avons rapidement testé chacun de ces points séparément. Les résultats sont
encourageants car les nouveaux arbres édités permettent des reconstructions de qualité
presque équivalente à la méthode d’édition actuelle. Cependant, nous n’avons pas testé
la combinaison de ces différentes approches. Il serait sûrement possible de définir un test
bien plus discriminant de détection des nœuds de duplication peu supportés. On rajoutera
que la valeur de bootstrap calculée dans les arbres d’Ensembl serait un autre facteur à
inclure dans le test.

16.4 Cohérence des ancêtres entre eux

AGORA est organisé de telle manière que les génomes ancestraux sont reconstruits
indépendamment (du point de vue de la reconstruction en elle-même) bien qu’utilisant
exactement les mêmes données de départ (position des gènes et arbres phylogénétiques).
Cela provient du fait que les paires de gènes conservées sont identifiées pour chaque com-
paraison d’espèces modernes, puis proposées à chaque ancêtre qui (indépendamment) les
valide en fonction de son propre contenu en gènes (Figure 8.1). Chaque ancêtre possède
donc son propre jeu de gènes ancestraux, sa propre liste de paires conservées entre es-
pèces modernes, et suit son propre processus de sélection (paramètres de sélection des
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familles robustes différents). L’avantage de cette indépendance est que les erreurs pré-
sentes à un ancêtre ne sont pas systématiquement propagées aux ancêtres l’entourant.
La conséquence malheureuse de cette approche est que des divergences peuvent exister
entre les reconstructions. Par exemple, il est possible que trois gènes a, b et c soient dans
l’ordre abc aux ancêtres n−1 et n+1, mais dans l’ordre acb à l’ancêtre n, ce qui est théo-
riquement possible, mais peu parcimonieux. Deux solutions sont envisageables.

La première serait de comparer les ancêtres entre eux pour identifier de telles in-
consistances, et de les résoudre (selon un raisonnement par parcimonie). Les corrections
apportées aux ancêtres permettraient de définir un jeu de génomes ancestraux cohérents
entre eux.

La seconde serait de reconstruire simultanément les ancêtres, en imposant toute déci-
sion prise à un ancêtre à tous les autres. Cela impliquerait soit de traiter simultanément
les parcours de graphes, soit de construire un unique multi-graphe coloré qui contiendrait
toute l’information de chaque ancêtre et les liens entre les ancêtres. Dans les deux cas,
la difficulté tient au contenu différent en gènes (pertes, gains, et duplications), ce qui em-
pêche de propager directement les intervalles d’un ancêtre à l’autre. En effet, une paire
de gènes d’un ancêtre peut être séparée dans un autre ancêtre par un gène qui est apparu
depuis. Il serait donc nécessaire de traiter une notion d’ordre relâché qui transcrirait le
fait que deux gènes peuvent être voisins, à des insertions de gènes près, ce qui dépassait
les notions d’adjacences (strictes) utilisées dans nos méthodes 1.

16.5 Duplications complètes de génomes

Les duplications complètes de génomes peuvent être traitées dans AGORA grâce à
des méthodes spéciales. À ce stade, que ce soit pour les reconstructions pré- ou post-
duplication, les chromosomes reconstruits ne sont que des ensembles non-ordonnés de
blocs non-ordonnés. Autrement dit, les chromosomes sont uniquement des ensembles de
gènes. Pour ordonner chaque chromosome, deux méthodes s’offrent à nous. La première
solution est d’appliquer la méthode de la section 10.4 (voyageur de commerce) pour or-
donner ces gènes, Cette méthode fonctionne en général difficilement car un chromosome
peut contenir plusieurs milliers de gènes, ce qui est proche de la limite de résolution en
temps raisonnable. L’autre solution est de réutiliser des reconstructions d’AGORA basées
sur l’adjacence des gènes.

Dans cette optique, il faut prendre les contigs ou scaffolds reconstruits pour l’ancêtre
le plus proche de la duplication, les assigner «en entier» au cluster pré- (ou post-) duplica-
tion avec lequel il partage le plus de gènes (tous les gènes d’un même contig doivent être
assignés au même cluster). Les chromosomes sont alors comme des ensembles de contigs,
et non plus de gènes. On dispose donc exactement du même type de données qu’après uti-
lisation de walktrap (reconstruction de chromosomes ancestraux, section 10.3) et on peut
là encore revenir à une application du voyageur de commerce (qui est la seule technique
disponible ici lorsque l’on ne dispose pas d’information d’adjacence). Comme le nombre
d’objets à ordonner a diminué (on est passé de quelques milliers de gènes à quelques di-
zaines/centaines de contigs), le voyageur de commerce a toutes les chances de trouver une
solution. On aura donc un ordre ancestral reconstruit avant et après la duplication, ordre
ancestral qui utilise au maximum les données d’adjacence (AGORA) avant de basculer
sur de l’optimisation (voyageur de commerce).

1. Dans le paradigme des DCJ (Double Cut and join), Yancopoulos et Friedberg [2009] introduisent la
notion de ghost adjacency pour tenir compte de ce phénomène
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Cependant, cette approche utilise une grave approximation : le génome ancestral re-
construit grâce à une duplication complète se trouve juste avant ou juste après cette du-
plication, mais dans tous les cas strictement entre deux nœuds de spéciations de la phy-
logénie des espèces (les nœuds auxquels une reconstruction AGORA d’ordre de gènes est
disponible). Les listes de gènes et les reconstructions de contigs ou scaffolds sont, elles,
définies uniquement aux nœuds ancestraux de spéciation. Des réarrangements ont donc
pu se produire entre ces différents points temporels. L’approximation est d’autant plus
valable que les points sont rapprochés, mais reste une approximation.

Il est néanmoins possible de disposer de l’ordre des gènes dans un génome pré-
duplication, en particulier si l’ordre des gènes est bien conservé entre les espèces du-
pliquées, comme c’est le cas chez les levures [Gordon et al., 2009]. De plus, de la même
manière que les réarrangements «classiques» des génomes ont été abordés d’un point
de vue combinatoire, il est possible de traiter les duplications de génomes théorique-
ment. Les techniques de résolutions se nomment Guided genome halving [Sankoff et al.,
2007, Gavranović et Tannier, 2010] car il s’agit de fusionner le contenu des chromosomes
post-duplication. Elles ne permettent pas encore de traiter automatiquement les génomes
comme AGORA (génomes fragmentés ou partiellement assemblés), d’autant plus que les
difficultés d’assignation correcte des orthologues, paralogues (pollution par les duplica-
tions segmentales) compliquent la tâche.

Enfin, il est de toute importance de développer un outil de mesure de la qualité des re-
constructions AGORA qui utilisent les duplications complètes. Pour l’instant, le protocole
de simulation ne permet pas de modéliser de tels événements. Les reconstructions ont pu
toutefois être validées par comparaison avec d’autres méthodes, mais cela ne permet pas
de quantifier précisément le taux d’erreur.
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Ce chapitre décrit un certain nombre d’analyses en cours de réalisation qui illustrent
les applications possibles d’AGORA dans le but de répondre à des questions sur l’évo-
lution des génomes. Les reconstructions d’AGORA incluent la liste des gènes de chaque
ancêtre, ainsi que leur ordre dans des chromosomes (ou fragments de chromosomes), ce
qui permet une vision similaire à celle d’un génome moderne à la fin du processus de
séquençage / assemblage / annotation des gènes. Cependant, elles gagneront une valeur
ajoutée quand certaines propriétés biologiques seront annotées (comme pour les génomes
modernes), comme la séquence des protéines ou des annotations fonctionnelles (circuits
de régulation, voies métaboliques, ontologies, domaines protéiques). D’autre part, la gé-
nomique comparative se voit offrir un nouveau champ d’investigation en la comparaison
d’ancêtres entre eux (dans le sens de l’évolution), ce qui permet par exemple l’étude des
réarrangements chromosomiques, ou des occurrences de sélection positive.

17.1 Ajout d’autres marqueurs dans les reconstruc-
tions (ncRNAs, CNEs)

Les reconstructions AGORA sont pour l’instant limitées aux gènes codant pour des
protéines, alors que de nombreuses autres annotations fonctionnelles pourraient être in-
tégrées dans les génomes ancestraux reconstruits (à condition qu’un signal d’orthologie
soit disponible et puisse être retrouvé entre les génomes modernes). On pourrait inclure
les éléments non-codants conservés (CNEs), qui sont potentiellement des sites de fixation
de facteurs de transcription, les séquences répétées ancestrales, et les ARNs non-codants
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(ncRNAs). La présence et la position des CNEs, en particulier, semble être une des forces
majeures qui contraignent l’ordre des gènes et leur configuration (Genomic Regulatory

Blocks, Kikuta et al. [2007]). Intégrer ces éléments dans les génomes ancestraux recons-
truits fournirait une ressource apte à mesurer de manière quantitative ce phénomène.

Cependant, la position des CNEs dans les génomes modernes, et les distances avec
leurs cibles semblent peu contraintes, ce qui rendra difficile le travail de positionnement
ancestral. Une solution (en réutilisant les méthodes existantes) serait d’utiliser le pro-
tocole multi-passes en assimilant les gènes codant pour des protéines aux marqueurs
robustes, et les CNEs aux marqueurs non-robustes. La reconstruction de voies métabo-
liques fait l’objet d’un projet européen, NeuroXSys, pour lequel une post-doctorante a été
recrutée dans le laboratoire. Un des objectifs sera de faire évoluer les reconstructions
AGORA, pour inclure ces annotations.

17.2 Extension à d’autres familles d’organismes

Depuis la création d’EnsemblGenomes, les possibilités de reconstruction d’AGORA se
sont multipliées. En effet, les mêmes données qu’Ensembl (au même format) sont mainte-
nant disponibles pour (les plantes et les champignons). Les données sont en cours de test
et montrent des résultats encourageants. C’est pourquoi des collaborations sont en cours
pour faire fructifier cette base de connaissances qui est en train d’émerger.

17.2.1 Plantes

Nous avons tout d’abord testé les reconstructions sur les plantes en utilisant les don-
nées directement fournies par EnsemblGenomes (arbre phylogénétique des espèces sur
la Figure 17.1.A). Les données étant déjà disponibles dans les mêmes formats que pour
les vertébrés, le processus n’a pas demandé de formatage particulier. Les paramètres
d’AGORA n’ont pas encore été optimisés, et sont pour l’instant :

1. seuil d’édition des nœuds de duplication à 0,00 ;

2. reconstruction de contigs multi-passes avec les gènes robustes fournis par la mé-
thode size(Tmin = 1,Tmax = 1) ;

3. reconstruction de scaffolds multi-passes avec les contigs robustes length(lmin = 20).

Les résultats sont représentés sur le tableau 2.1 et sont très bons pour certains ancêtres
(en particulier l’ancêtre commun des deux espèces d’arabidopsis – Arabidopsis –, celui des
deux espèces de riz – Oryza –, et pour BEP clade) avec des N50 de plus de 1000 gènes.
Cela confirme le fort potentiel d’AGORA et la généricité de ses méthodes.

D’autre part, comme de nombreuses polyploïdisations ont eu lieu au cours de l’évo-
lution des génomes des plantes [Otto et Whitton, 2000, de Peer et al., 2009], il sera de
toute importance de combiner les reconstructions d’ordre de gènes à celles basées sur les
duplications de génomes.

17.2.2 Levures

Les reconstructions ancestrales chez les levures (arbre phylogénétique des espèces sur
la Figure 17.1.B) ont demandé un travail supplémentaire de traitement des données. En
effet, celles-ci étaient dispersées sur trois base de données : EnsembGenomes, le Broad
Institute, et YGOB [Byrne et Wolfe, 2005]. Pour incorporer toutes les espèces de levure,
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il a donc été nécessaire d’exécuter le pipeline d’Ensembl Compara sur l’ensemble des
protéines des trois bases pour reconstruire les arbres phylogénétiques, avant la recons-
truction de génomes proprement dite. Comme pour les plantes, la reconstruction AGORA
n’est pas encore optimisée et paramétrée spécifiquement pour les plantes. Les longueurs
du tableau 2.1 montrent que certains ancêtres sont extrêmement bien reconstruits (en
particulier les ancêtres I, Q, R,et T), ce qui permet aussi d’espérer des caryotypes ances-
traux complets.

Chez les levures, la reconstruction de référence [Gordon et al., 2009] est celle de l’an-
cêtre qui précède juste la duplication complète du génome propre aux Saccharomycetaceae

(plus précisément entre les nœuds D et E). Nous l’avons comparée à une version prélimi-
naire du génome reconstruit par AGORA (à l’ancêtre E). La reconstruction de référence
est composée de 4703 gènes répartis en 8 chromosomes. La reconstruction AGORA (contig
établis par le protocole 1-passe, avec 11 espèces, en réutilisant les données d’orthologie de
YGOB) est composée de 4713 gènes répartis en 103 contigs. Les différences sont (une fois
tenu compte de la différence de liste de gènes) :

– 95 paires de gènes non-vues par AGORA (ce qui explique la différence de nombre
de contigs (103 au lieu de 8) ;

– 3 inversions, qui peuvent s’expliquer par la différence de position dans l’arbre phy-
logénétique des deux reconstructions (Figure 17.2) ;

– 75 adjacences AGORA qui auraient dû inclure 1 gène (dans 72 cas) ou 2 gènes (dans
3 cas).

La comparaison montre que les reconstructions concordent (surtout en remarquant qu’il
s’agissait d’une reconstruction préliminaire d’AGORA). Cette comparaison sur une ver-
sion préliminaire des reconstructions AGORA sont très encourageantes

FIGURE 17.2 – Exemple de différence explicable entre AGORA et Gordon et al. [2009].
Dans cet exemple, deux configurations principales coexistent chez les levures étudiées,
selon si la partie de droite (coloriée du vert au bleu au violet) est inversée ou non. AGORA
a correctement (du point de vue de la parcimonie) reconstruit les ordres ancestraux, ce
qui permet de proposer qu’une inversion a eu lieu entre les ancêtres E et D. La duplica-
tion complète (et donc l’ancêtre reconstruit par Gordon et al. [2009]) est située entre les
ancêtres E et D, et peut contenir l’inversion si cela se justifie par l’étude du chromosome
paralogue. La différence entre les deux reconstructions serait alors justifiée, et non une
erreur de l’une ou l’autre.
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17.2.3 Procaryotes

L’extension d’AGORA au monde des procaryotes soulève en revanche des nouveaux
problèmes, en particulier à cause du nombre élevé de transferts horizontaux de gènes,
chose qui n’est pour l’instant pas gérée par le pipeline de reconstructions d’arbres phy-
logénétiques TreeBest. Il faudrait rajouter au pipeline une nouvelle classe de nœuds (en
plus des nœuds de spéciation et de duplication), pour tenir compte de ces événements
en gardant une cohérence et une précision dans les arbres, ou choisir un autre pipeline
[Penel et al., 2009]. De plus, la circularité des chromosomes entraine une reformulation
des problèmes : on ne cherche plus des chemins dans les graphes, mais un unique cycle,
et le clustering en chromosomes ancestraux n’a plus de sens. Enfin, cela impliquerait une
modification de l’interface utilisateur Genomicus et éventuellement de la base de données.

17.2.4 Extensions de Genomicus

L’utilisation d’AGORA sur d’autres familles d’organismes permettra de créer des ser-
veurs Genomicus pour chacune d’entre elles (vertébrés, plantes, insectes, levures, etc).
Ces différents Genomicus peuvent être interconnectés dans un réseau qui offrirait une
interface unifiée de recherche, et d’étude de l’évolution des génomes.

La multiplication des ressources affichées dans Genomicus pourrait nécessiter une
nouvelle organisation des données dans la base, en particulier une mise sous forme nor-
male des tables. Le maintien de Genomicus dans le laboratoire, la mise à jour régulière
des données, et l’extension aux autres phylum seront assurés par une ingénieur de re-
cherche de l’équipe, et par des collaborations en cours.

17.3 Séquence ancestrale

Les reconstructions d’AGORA sont pour l’instant focalisées sur la présence et l’ordre
des gènes chez les ancêtres, ce qui fournit une vue globale sur l’architecture des génomes.
Cependant, afin de passer à un niveau supérieur d’analyse (identification d’éléments fonc-
tionnels, de signatures de sélection – positive ou négative –), il faudrait disposer des
séquences, nucléiques ou protéiques, ancestrales. Dans AGORA, compte tenu de la po-
sition centrale des gènes et des protéines, via les arbres phylogénétiques, une démarche
naturelle serait d’exploiter les alignements multiples des gènes réalisés par TreeBest.
Plusieurs outils permettent déjà, gène par gène, de reconstruire la séquence ancestrale,
comme certains modules spécifiques de PAML [Yang, 2007].

À plus grande échelle, il faut fournir au programme d’inférence de séquence des ali-
gnements multiples de génomes entiers. Il faut d’abord noter que la donnée de l’ordre
des gènes dans des contigs AGORA peut servir de guide pour aligner les séquences inter-
géniques des gènes, ce qui peut ostensiblement améliorer la couverture des alignements
multiples. Les jalons de la reconstruction nucléotidique de l’ancêtre Boreoeutheria ont été
posés dans l’article Blanchette et al. [2004a]. Les auteurs y décrivent le processus de pré-
diction de plus d’un mégabase d’ADN ancestral englobant le locus CFTR. La base de leur
analyse est un alignement multiple (au niveau nucléique) entre les séquences orthologues
de 19 espèces de mammifères placentaires, effectué avec TBA [Blanchette et al., 2004b].
L’inférence de chaque nucléotide ancestral a été effectué par une approche de maximum
de vraisemblance [Guindon et Gascuel, 2003, Hasegawa et al., 1985]. Le taux d’erreurs
estimé (par des simulations) décroît avec le nombres d’espèces de mammifères utilisées
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dans l’alignement (6% pour 5 génomes, 1% pour 20 génomes) et les auteurs montrent que
Boreoeutheria est l’ancêtre qui permet d’atteindre la meilleure précision. En pratique, le
taux d’erreur global était de 4% (en incluant des régions répétées), et de moins de 1%
pour la protéine CFTR en elle-même (sur les séquences nucléiques et protéiques). La
technique a depuis été mise à jour [Paten et al., 2008], pour mêler dans un même pro-
gramme (Ortheus), la construction de l’alignement multiple, la prédiction des insertions
et des délétions, et l’inférence de la séquence ancestrale. Cela confirme qu’avec suffisam-
ment de génomes séquencés, il sera possible d’avoir la séquence ancestrale, du moins pour
Boreoeutheria, en incluant même des éléments répétés / transposables ancestraux.

17.4 Estimation du nombre de réarrangements

Posséder les génomes des ancêtres des vertébrés permet d’établir des points de pas-
sage de l’évolution au cours du temps. La comparaison de deux génomes ancestraux suc-
cessifs renvoie la liste des événements qui ont modifié le génome dans un intervalle de
temps donné. Bien que l’analyse des points de réarrangements des génomes chez les ver-
tébrés dépasse le cadre de cette thèse (il s’agit du projet de thèse d’une doctorante de
l’équipe), nous pouvons cependant poser les bases d’un tel travail.

La technique la plus simple est la comparaison directe de toutes les paires d’ancêtres
successifs. En particulier, l’algorithme décrit en section 8.2 permet d’aligner deux gé-
nomes, et en particulier ceux de deux ancêtres (en utilisant les paramètres R = Rinters

et ninsert = 0). Toutes les bordures de régions alignées sont des points où des réarrange-
ments ont interrompu la colinéarité des génomes comparés. L’arbre phylogénétique de
la Figure 17.3.A utilise comme longueurs de branches le nombre d’intervalles différents
entre deux ancêtres. Une étude manuelle a de plus montré que tous les intervalles diffé-
rents ne représentaient pas tous des «vrais» réarrangements, ce qui explique les branches
particulièrement longues du cochon domestique (Sus scrofa) et du dindon sauvage (Me-

leagris gallopavo). Il en est sorti un ensemble de filtres (non expliqués ici) qui ont permis
d’établir une nouvelle liste de réarrangements Figure 17.3.B. L’analyse de ces données est
en cours.

L’étude des réarrangements identifiés sur les reconstructions d’AGORA permettra
tout particulièrement d’établir un modèle de leur distribution, et de participer au débat
existant dans la communauté. Il s’agit de déterminer si les réarrangements se produisent
uniformément dans le génome (Random Breakage Model, Nadeau et Taylor [1984], Ma
et al. [2006]), s’ils sont concentrés dans certaines régions (Fragile Breakage Model, Pevz-
ner et Tesler [2003a]), si certaines régions les excluent (Genomic Regulatory Blocks, Ki-
kuta et al. [2007]), ou s’il s’agit d’un mélange de ces modèles (Becker et Lenhard [2007]).
La réponse pourrait avoir des conséquences importantes sur la validité des méthodes de
reconstruction de génomes ancestraux. En effet, toutes les méthodes font plus ou moins
appel à la parcimonie, et la possibilité que les génomes puissent réutiliser des points de
cassure plus qu’attendu au hasard (qu’il existe des régions fragiles) mettrait à mal les
raisonnements sous-jacents. Pour les reconstructions en elles-mêmes, le risque majeur
est de ne pas considérer certains réarrangements (certaines configurations) sous prétexte
qu’elles se produiraient sur le même locus qu’un réarrangement déjà établi.
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FIGURE 17.3 – Taux de réarrangements chez les vertébrés, tirés des reconstructions
d’AGORA.
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17.5 Fonction des gènes et sélection positive

La plupart des analyses fonctionnelles utilisent des ontologies de gènes (en particulier,
Gene Ontology, encore appelé GO, Consortium [2008]) pour tester un enrichissement ou
une déplétion d’un ensemble de gènes, selon certaines propriétés ou fonctions biologiques,
En théorie, la même approche s’applique dans le cadre des génomes ancestraux, pour
estimer les fonctions biologiques qui ont évolué entre génomes successifs. Dans le but
d’accomplir de tels tests, il sera impératif de transférer les annotations disponibles des
génomes modernes sur les génomes ancestraux, en tenant compte de leurs catalogues de
gènes, et des connaissances sur la présence de certaines voies métaboliques. Le projet GO-

paint permet de faire ceci et est disponible sur le site de la base de données PantherDB

[Mi et al., 2010].
D’autre part, la sélection positive est le moteur principal de l’émergence de nouvelles

fonctions au cours de l’évolution des espèces. Les génomes ancestraux que nous avons
reconstruit définissent un cadre idéal de lecture de l’évolution et des événements de sé-
lection positive (anciens ou récents), en les replaçant dans un contexte temporel (la phy-
logénie des espèces). L’intérêt est encore plus fort depuis la découverte de l’existence de
points chauds de sélection positive chez les vertébrés [Enard et al., 2010].

Nous avons commencé un travail d’analyse des fonctions à partir des reconstructions
AGORA. Le but est d’étudier l’évolution des processus biologiques et leur établissement
au cours de l’évolution En première approximation, toutes les annotations GO des gènes
humains sont reportées sur les gènes ancestraux dont ils sont issus. Puis, avec le génome
humain en référence, nous avons sélectionné :

1. les cas de duplication en tandem conservée (un gène ancestral s’est dupliqué et les
duplicats sont toujours voisins dans le génome humain), groupés selon l’ancêtre à
partir duquel ils sont dupliqués ;

2. les cas d’adjacences conservées (deux gènes voisins dans un génome ancestral sont
toujours voisins dans le génome humain), groupés selon le plus vieil ancêtre qui les
contient.

La Figure 17.4 montre la répartition de tous les cas de duplication en tandem conser-
vée dans le génome humain, tandis que la Figure 17.5 montre le détail par ancêtre pour
les chromosomes 6 et X/Y humains. On peut ainsi repérer des cas de colocalisation de du-
plication en tandem conservées, au cours du temps, en comparant les ancêtres entre eux.
Dans le cas de la paire de chromosomes X/Y, certains cas de colocalisation correspondent
à des gènes impliqués dans les fonctions de reproduction sexuelle. Dans le cas du chro-
mosome 6, on retrouve les gènes du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) et des
clusters de récepteurs olfactifs, tous deux connus pour être soumis de fortes pressions de
sélection.

Il est donc possible d’étudier pour chaque ancêtre l’enrichissement ou la déplétion de
chaque terme GO dans les deux sous-ensembles de gènes définis. Les deux figures 17.7 et
17.6 montrent l’ensemble des termes GO associés à un enrichissement, en rouge, (ou une
déplétion, en vert) significative (avec un seuil de probabilité à 10−4), triés selon l’ancêtre
auquel le facteur d’enrichissement est le plus élevé. Sur chaque ligne, l’intensité de rouge
ou de vert est proportionnelle au facteur d’enrichissement (ou de déplétion) et normalisée
par la valeur maximale.

L’analyse des termes et des gènes identifiés est en cours, en particulier pour étudier
les liens entre les gènes liés au développement embryonnaire et des nœuds anciens (pré-
cédent Euteleostomi), ou les gènes liés au système immunitaire ou à la mise en place des
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chromosomes sexuels chez les mammifères et des ancêtres plus récents. De manière gé-
nérale, ces études seront à relier à celles destinées à identifier des éléments fonctionnels
et des signatures de sélection (positive ou négative).

En effet, plusieurs méthodes existent pour identifier sur des branches précises de
l’arbre des espèces les cas de sélection positive (par exemple en se basant sur le ratio
de mutations non-synonymes vs synonymes, dn/ds, comme Codeml du package PAML).
Ces calculs peuvent être effectués systématiquement sur les gènes utilisés par AGORA,
en reprenant les alignements multiples fournis par le pipeline TreeBest (en particulier,
des ratios dn/ds y sont déjà disponibles), et pourront, à terme, enrichir les reconstructions
et Genomicus.
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FIGURE 17.4 – Localisations des duplications en tandem dans le génome humain, avec
un code couleur indiquant l’âge du plus vieil ancêtre chez qui la duplication est diagnos-
tiquée.
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FIGURE 17.6 – Analyse Gene Ontology des duplications en tandem conservées.



17.5. FONCTION DES GÈNES ET SÉLECTION POSITIVE 173

H
om

o/
P

an
 g

ro
up

H
om

in
in

ae
   

   
H

om
in

id
ae

   
   

C
at

ar
rh

in
i  

   
B

or
eo

eu
th

er
ia

  
T

he
ria

   
   

   
M

am
m

al
ia

   
   

 
A

m
ni

ot
a 

   
   

 
T

et
ra

po
da

   
   

E
ut

el
eo

st
om

i  
 

C
ho

rd
at

a 
   

   
D

eu
te

ro
st

om
ia

  
B

ila
te

ria
   

   
F

un
gi

/M
et

az
oa

 g
ro

up

excretion 
microspike assembly 
filopodium assembly 
digestion 
hormone metabolic process 
regulation of blood pressure 
steroid biosynthetic process 
blood circulation 
response to estrogen stimulus 
positive regulation of immune system process 
response to nutrient 
response to bacterium 
epidermis development 
steroid metabolic process 
pattern specification process 
response to extracellular stimulus 
response to steroid hormone stimulus 
response to nutrient levels 
ectoderm development 
secretion 
nucleosome assembly 
DNA packaging 
chromatin assembly or disassembly 
response to hormone stimulus 
sensory perception of taste 
peptide cross-linking 
activation of plasma proteins involved in acute inflammatory response 
acute-phase response 
interleukin-1 secretion 
positive regulation of inflammatory response 
humoral immune response 
defense response to bacterium 
positive regulation of adaptive immune response 
epidermal cell differentiation 
innate immune response 
glycosaminoglycan metabolic process 
positive regulation of immune response 
acute inflammatory response 
activation of immune response 

protein maturation by peptide bond cleavage 
regulation of immune response 
regulation of inflammatory response 
positive regulation of cell activation 
male sex differentiation 
immunoglobulin mediated immune response 
B cell mediated immunity 
positive regulation of lymphocyte activation 
epithelial cell differentiation 
leukocyte mediated immunity 
regulation of cytokine production 
protein processing 
adaptive immune response 
cytokine production 
protein maturation 
reproductive developmental process 
sex differentiation 
regulation of immune system process 
reproductive structure development 
regulation of lymphocyte activation 
gonad development 
female pregnancy 
wound healing 
urogenital system development 
temperature homeostasis 
multicellular organismal homeostasis 
response to temperature stimulus 
sensory perception of smell 
sensory perception of chemical stimulus 
protein targeting 
antigen processing and presentation 
homophilic cell adhesion 
response to other organism 
cell-cell adhesion 
inner ear development 
skeletal system morphogenesis 
regulation of innate immune response 
ear development 
response to biotic stimulus 
anterior/posterior pattern formation 
embryonic morphogenesis 
synaptic transmission 
cell morphogenesis involved in differentiation 
skeletal system development 
transmission of nerve impulse 
leukocyte activation 
cell activation 
cell projection organization 
anatomical structure formation involved in morphogenesis 
chordate embryonic development 
phospholipid efflux 
protein-lipid complex assembly 
defense response to fungus 
protein secretion 
megakaryocyte differentiation 
viral genome replication 
cytokinesis 
kidney development 

FIGURE 17.7 – Analyse Gene Ontology des adjacences de gènes conservées.
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Annexe A

AGORA

A.1 Règles générales de cohérence des fichiers

Afin d’offrir un regard cohérent sur la structure des génomes existants et reconstruits,
certaines règles doivent être établies et respectées tout au long du processus de recons-
truction. Elles permettent d’alléger les programmes et méthodes de vérifications redon-
dantes, et également de permettre la création du navigateur de génomes Genomicus, pré-
senté au chapitre suivant.

Un arbre phylogénétique définit la liste des espèces d’intérêt et leurs relations. Toute
espèce existante référencée est définie comme la liste de ses gènes (nom et coordonnées).
Il ne doit y avoir aucun doublon dans les noms de gènes au sein d’une espèce, et à tra-
vers plusieurs espèces. Les arbres phylogénétiques des gènes lient un sous-ensemble des
gènes des espèces séquencées, et les arbres doivent être réconciliés avec la phylogénie des
espèces. Les nœuds n-aires de la phylogénie des espèces doivent également être n-aires
dans les arbres des gènes. La liste des gènes de chaque ancêtre doit être cohérente avec les
arbres de gènes, et toute version filtrée de ces gènes (comme pour l’extraction des familles
robustes) doit en désigner un sous-ensemble. Chaque résultat d’une étape de reconstruc-
tion doit présenter la position (évidemment unique) de tous les gènes de tous les ancêtres,
en incluant donc les singletons.

A.2 Gestionnaire de reconstruction AGORA

La suite AGORA vient avec un gestionnaire qui permet de lancer plusieurs recons-
tructions en :

– tirant partie de la disponibilité de plusieurs cœurs sur une machine ;
– assurant une cohérence dans le placement et le nommage des différents fichiers

(intermédiaires et finaux) ;
– remplissant automatiquement les paramètres de chaque programme.
Le gestionnaire lit un fichier de configuration qui contient la liste des tâches à effec-

tuer et leurs dépendances (au sein d’un protocole multi-passes, par exemple), les orga-
nise dans un graphe orienté (supposé acyclique) dont le parcours de chaque composante
connexe donne la suite des programmes à exécuter. Si l’organisation des fichiers est para-
métrée, le gestionnaire permet en fait de gérer les deux situations opposées :

– une étape isolée du processus de reconstruction en spécifiant uniquement les para-
mètres de la méthode ayant des valeurs différentes de celles par défaut (le gestion-
naire se chargeant de remplir les autres) ;
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– une série de reconstructions avec toutes les combinaisons de valeurs de plusieurs
paramètres.

Le gestionnaire a en particulier été utilisé pour tester sur des génomes aléatoires
de nombreuses combinaisons de paramètres possibles (175 combinaisons sur 110 jeux
de génomes aléatoires) et trouver la combinaison optimale. Il est également utilisé pour
tester les paramètres sur de nouvelles familles d’organismes (plantes et levures).

Ci-dessous est inséré le fichier de configuration du gestionnaire AGORA qui permet
les reconstructions de contigs multi-passes, en sélectionnant des jeux de gènes robustes
spécifiques pour chaque ancêtre. Le format permet de facilement définir de nouveaux
niveaux de robustesse, ainsi que l’enchaînement des algorithmes pour la reconstruction,
et la sélection de la version finale des contigs.

########################################

# General configuration file for AGORA #

########################################

# Section 1: folder structure

##############################

> Files

speciesTree = /users/ldog/muffato/workspace/data57/phylTree.full.conf

genes = /users/ldog/muffato/workspace/data57/genes/genesST.%(name)s.list.bz2

ancGenesData = ancGenes/%(filt)s/ancGenes.%(name)s.list.bz2

ancGenesOutput = ancGenes/%(filt)s.txt.bz2

ancGenesLog = ancGenes/%(filt)s.log

pairwiseOutput = diags/pairwise/pairs-%(filt)s.list.bz2

pairwiseLog = diags/pairwise/pairs-%(filt)s.log

integrBlocks = diags/integr/%(method)s/anc/contigs.%(name)s.list.bz2

integrOutput = diags/integr/%(method)s/graph.txt.bz2

integrLog = diags/integr/%(method)s/log

# Section 2: ancestral gene sets

#################################

> AncGenes

1 = size 1 1

2 = size 0.9 1.1

3 = size 0.75 1.33

# Section 3: pairwise comparisons

##################################

> Pairwise

all = conservedPairs

1 = conservedPairs
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2 = conservedPairs

3 = conservedPairs

# Section 4: integration

#########################

> Integration

denovo (all)

denovo (1) ! Theria,Clupeocephala

[/denovo-size-custom/] copy ! Theria,Clupeocephala

denovo (2) ! =Amniota,Sauria

[/denovo-size-custom/] copy ! =Amniota,Sauria

denovo (3) ! =Mammalia,=Tetrapoda,=Euteleostomi,/Euteleostomi

[/denovo-size-custom/] copy ! =Mammalia,=Tetrapoda,=Euteleostomi,/Euteleostomi

refine -func=0,32|100,40t|10000 -timeout=120 (all) ! Fungi/Metazoa^group

extend +onlySingletons (all)

halfinsert (all)

[/final] copy

A.3 Composantes d’AGORA

Module Nb. lignes Description

ancsequence 210 169
Application de l’algorithme d’interpolation à la
reconstruction de séquence

breakpoints 823 593 Extraction des points de réarrangements
concorde 508 358 Voyageur de commerce

data 2247 1518 Formatage des données
dcs 1404 887 Duplication de génomes (synténie dédoublée)

simulations 1524 990 Simulations
synteny 2996 2126 Reconstructions AGORA (ordre de gènes)
walktrap 391 236 Clustering des blocs en chromosomes

misc 609 447 Outils pour la comparaison de génomes
total 10712 7324

TABLE A.1 – Taille (nombre de lignes avec et sans commentaires) des différents modules
d’AGORA.

A.4 Utilisation d’AGORA

La figure suivante (A.1 montrent la procédure suivie à chaque mise à jour de la base
de données Ensembl, pour mettre à jour les données de notre côté.





Annexe B

Genomicus

B.1 Schéma de la base de données

La Figure B.1 montre le schéma des tables dans la base de données de Genomicus. En
rose sont indiquées les tables qui permettent les deux vues.

– PhyloView est organisé autour des phylogénies des gènes (tables Gene et Tree).
– AlignView est organisé autour des phylogénies des espèces (tables Species et
SpeciesTree).

La table Orthologs fait le lien entre les espèces en stockant toutes les paires de gènes
orthologues (par groupes), elle est primordiale pour les deux vues. Les tables en jaune re-
présentent les données utiles pour l’interface utilisateur, comme la table Search qui per-
met d’interroger la base avec des références d’autres bases de données (noms des gènes,
identifiants RefSeq, etc). Les tables en vert représentent les données annexes, les «pistes»
d’information que l’on peut rajouter sur les génomes ancestraux, comme les éléments
non-codants conservés (tables CNE et CNE_items).

B.2 Composantes de Genomicus

Module Nb. lignes Description
database 938 655 Création des tables
cgi-bin 2703 1807 Scripts Perl web
perl-lib 1762 1166 Librairies Perl

css 472 382 Feuilles de style
js 69 60 Code JavaScript

total 5944 3980

TABLE B.1 – Taille (nombre de lignes avec et sans commentaires) des différents modules
de Genomicus.

B.3 Mise à jour de la base de données

Par analogie avec la A.1, la B.2 montre la procédure suivie à chaque mise à jour de la
base de données Ensembl, pour mettre à jour Genomicus.
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FIGURE B.1 – Schéma des tables de la base de données de Genomicus.
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Annexe C

concorde

Malgré ses performances, concorde montre quelques limitations sur les données qu’il
a à traiter. Il faut ainsi donner les distances sous forme de nombres entiers, et veiller
aux dépassements de capacité lors des calculs internes (l’exécutable disponible est prévu
pour une architecture de 32 bits, et les nombres entiers y sont bornés à 232). Dès lors,
si on désire ordonner n nœuds, il faut s’assurer (condition forte) que le poids de chaque
arête ne dépasse pas un certain dmax, à fixer, inférieur à 232/(n−1). On utilise la fonc-
tion x 7→ dmax exp(−x/dmax) pour borner à dmax une distance x calculée. Puisqu’il faut
en plus prendre la partie entière des distances avant de les utiliser dans le graphe, on
multipliera d’abord les distances par 10d, pour conserver une précision de d décimales.
Par commodité, on utilise 109 à la place de 232 pour conserver des puissances de 10. La
transformation finale (représentée Figure C.1) est donc :

x 7→

⌊

10ddmax exp(−x/dmax)
⌋

où typiquement dmax = 10⌊9−d−log10(n)⌋ (C.1)
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FIGURE C.1 – Transformation d’une distance pour utilisation par concorde. La courbe
correspond au résultat de la transformation de l’Équation C.1 sur une distance x (en
abscisse entre 0 et 1000). Ici, dmax = 100 et d = 1. La droite correspond à l’équation y =

10x, la transformation de base pour ajouter 1 décimale.
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Résumé

Les études biologiques se limitent rarement à l’analyse des données d’une unique es-
pèce, et couvrent en général une période de l’évolution (par comparaison de plusieurs es-
pèces), ce qui permet de replacer les caractéristiques des génomes dans un cadre évolutif.
Cela revient, en général implicitement, à décrire le génome d’une (ou plusieurs) espèces
ancestrales. Malheureusement, les mêmes raisonnements, avec des données similaires,
sont souvent répétés à cause de l’absence d’une base de données qui regrouperait de ma-
nière intégrée les connaissances dont on dispose sur les génomes ancestraux.

Ce travail de thèse décrit une nouvelle méthode, appelée AGORA (Algorithms for Gene

Order Reconstruction in Ancestors), pour reconstruire de manière automatique et systé-
matique l’ordre des gènes et les caryotypes de toutes les espèces ancestrales dans une
phylogénie donnée. AGORA est capable de gérer les duplications de gènes, les délétions,
et les gains, et interprète de manière réaliste des phylogénies complexes de gènes. Nous
avons appliqué la méthode chez 46 espèces de vertébrés séquencées et annotées (en uti-
lisant 8 espèces outgroups supplémentaires) pour reconstruire des ordres de gènes an-
cestraux dans 43 génomes ancestraux sur près de 600 millions d’années d’évolution. Les
performances d’AGORA ont été mesurées par des simulations de génomes de vertébrés,
et par confrontation à des génomes ancestraux déjà connus. Les données, présentées gra-
phiquement dans un serveur web nommé Genomicus fournissent une nouvelle ressource
pour des études comme l’évolution des gènes, ou les réarrangements dans les génomes.

Mots clés : Génomes ancestraux, génomique comparative, évolution des génomes,
algorithmique des graphes

Abstract

Biological studies rarely limit to the single-genome-analysis, and often include seve-
ral species, thus encompassing an entire window of genome evolution (by the comparison
of several species), and adding time and evolution as a new dimension to the study. Ge-
nerally, this includes defining characters of ancestral genomes. With the lack of a wide
ancestral genomes database, studies are often performed several times.

Here we describe a new method, named AGORA (Algorithms for Gene Order Recons-

truction in Ancestors) to automatically and systematically reconstruct gene order and
karyotypes in all the ancestral species of a given phylogeny. AGORA can handle different
gene content between species (duplications, gains, and loss) by using accurate gene phy-
logenies as input. We applied AGORA on 46 sequenced & annotated vertebrate genomes
(using 8 outgroups genomes) to reconstruct ancestral gene order in 43 ancestral genomes
on a 600 million years time-frame. AGORA performances were estimated using simula-
ted datasets, and comparison with other studies. The results can be freely browsed and
downloaded from a new web server, Genomicus, dedicated to the study of genome evolu-
tion, helping areas such as gene evolution, or genome rearrangements.

Keywords : Ancestral genomes, comparative genomics, genome evolution, graph al-
gorithms


