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EX ) Lycée Frangois-Rens DE CHATEAUBRIAND Collection 1 : une p‘hylt‘)génie d’Arthropodes (3 taxons + 1 extragroupe)
ACADEMIE 136 BOULEVARD DE VITRE, CS 10637 D'aprés SEGARRA, PIETRE et al. (2023)
DE RENNES 35706 RENNES CEDEX 7
Liberté CLASSE PREPARATOIRE BCPST 1C (") En cas d’équiprobabilité du scénario « convergence » et du scénario « réversion », envisagez les
Egalité Biologie Chimie Physique Sciences de la Terre deux scénarios
Fraternité _—
Caractéres 1 2 [3] [4]
ENSEIGNEMENT DE SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE (SVT) S r[n é]tr.e A énlj'ces Squelette | Respiration [5] [6] (7]
°° SCIENCES DE LA VIE °° ymetrl ppenclc interne / | branchiale | Antennes | Mandibules | Chélicéres
. bilatérale articulés -
>> Travaux pratiques << Taxons externe / aérienne
Magquereau 0 0 0 0 0 0 0
Criquet 0 1 1 1 1 1 0
Ecrevisse 0 1 1 0 1 1 0
TPSVK
Araignée 0 1 1 1 0 0 1
Reconstruction phylogénétique * Matrice de caractéres,
SUPPORT COMPLETE Polarisat'ion des caractérfes_ : e
[1] (0) présence de la symétrie, (1) absence de la symétrie ;
Objectifs : extraits du programme [2] (0) absence d’appendices articulés, (1) présence d’appendices articulés ;
[3] (0) squelette interne, (1) squelette externe ;
Capacités exigibles [4] (O) respiration branchiale, (1) respiration aérienne ;
— Construire une phylogénie par parcimonie (cladogramme) a partir d’un jeu limité de taxons et de caractéres , . s i
fournis (chez les Métazoaires ou les Embryophytes) [5] (0) absence d'antennes, (1) présence d'antennes ;
- Reéaliser et exploiter des alignements de séquences afin de construire un arbre phylogénétique a partir d'une [6] (0) absence de mandibules, (1) présence de mandibules ;
méthode fournie avec I'aide ou non d'un logiciel dédié.
[7] (0) absence de chéliceres, (1) présence de chélicéres.
Introduction
Dans ce TP, on se propose de : D O
- Construire des arbres phylogénétiques par analyse cladistique sur des exemples @’0 |®Q) P @@ PR/} L
: . & & © e~ % 4 © o
simples ; N XS) A\ X N O N 8
- Construire un arbre phylogénétique par une méthode moléculaire simple ’bo‘ «\’0\ . c}Q) L\O‘ 'Zro‘ J\’& P o@ {\0‘
' A 2 O A S o
I Comment construit-on des arbres phylogénétiques ? I % X b% 4/
7 X 4 7
Activité 1. Analyse cladistique s s
X ° X °
A partir des collections d’organismes proposés et des choix de caractéres, remplissez les matrices X 3 \\34
de caracteres (d’'aprés vos connaissances de TP ou de cours ; le professeur pourra compléter), 2 >
produisez tous les arbres possibles (sur la feuille annexe) et recopiez proprement I'arbre le plus
parcimonieux.
Remarques : (Deux scénarios équiprobables : convergence ou réversion)

- En cas d’équiprobabilité du scénario « convergence » et du scénario « réversion », vous suivrez le scénario (7 pas évolutifs, 1 homoplasie)
proposé. En I'absence d’indication, les deux options sont possibles.

- Vous polariserez les caractéres uniquement par la méthode de I’extragroupe. La 1" ligne de chaque matrice

correspond a l'extragroupe.

- En cas d’arbres équiprobables, vous résoudrez le conflit phylogénétique par consensus.

- Vous noterez les acquisitions d’états dérivés de caracteres en rouge et les pertes par réversion en vert. A Arbre le plus parcimonieux
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Collection 2 : la paraphylie des ‘reptiles’ (3 taxons + 1 extragroupe)
D’aprés LECOINTRE & LE GUYADER (2009)

(!) En cas d’équiprobabilité du scénario « convergence » et du scénario « réversion », envisagez le
scénario « convergence ».

Collection 3 : la paraphylie des ‘homéothermes’ (3 taxons + 1 extragroupe)
D’aprés LECOINTRE et al. (2004)

(!) En cas d’équiprobabilité du scénario « convergence » et du scénario « réversion », envisagez le
scénario « convergence ».

Caractéres [3] [6]

A 1| 2] Gesier | Mandibule | [41Bec | 15 pjos | Colonne | o ]

mnios pleine / corné vertébrale Ecailles

Taxons fenestrée
Grenouille 0 0 0 0 0 0 0
Cistude 1 0 0 1 0 0 1
Crocodile 1 1 1 0 0 0 1
Pigeon 1 1 1 1 1 0 1

A Matrice de caractéres.

Polarisation des caractéres :
[1] (0) absence, (1) présence ;

[2] (0) absence, (1) présence ;
[3] (0) pleine, (1) fenestrée ;

[4] (0) absence, (1) présence ;
[5] (0) absence, (1) présence ;
[6] (O) présence, (1) absence ;

[7] (0) absence de chéliceres, (1) présence de chélicéres.

Crocodile

Pigeon
&

6 hypothéses de transformation

(Deux scénarios équiprobables : convergence ou réversion ; ici : convergence)
(6 pas évolutifs, 1 homoplasie)

A Arbre le plus parcimonieux.

Régulation

Gésier Mandibule @ Amnios
thermique
1 2 B 4
EG:
grenouille verte g g Y J
Renard roux 0 0 1 1
Crocodile
du Nil 1 1 0 1
Gris du Gabon 1 1 1 1
A Matrice de caractéres.
Polarisation des caractéres :
11
[2] Les caractéres sont codés comme suit: absence (0) ou présence (1) de

3 gésier; mandibule non-fenétrée (0) ou fenétrée (1); poikilothermie (0) ou homéothermie (1); absence (0)
[ ] ou présence (1) d’amnios.

[4]

Gris du Gabon

Grenouille verte Crocodile du Nil

Renard roux

Arbre exprimant les relations de parenté entre le renard roux,
le gris du Gabon (perroquet) et le crocodile du Nil (extra-groupe: la grenouille verte). Il implique 5 hypo-
théses de transformation. Les deux arbres non retenus en vertu du principe de parcimonie en impliquent
respectivement 6 et 7. Hypothéses de transformation : présence d'un gésier (1); présence d’une mandi-
bule fenétrée (2); homéothermie (3); présence d’un amnios (4).

A Arbre le plus parcimonieux.
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Collection 4 : la paraphylie des organismes métamérisés et des ‘vers’
(3 taxons + 1 extragroupe) — D’aprés LECOINTRE et al. (2004)

(!) En cas d’équiprobabilité du scénario « convergence » et du scénario « réversion », envisagez le
scénario « convergence ».
(!) La matrice est déja complétée.

Cuticul Ecd: Segmentation Forme de  Symétrie
Y 'f ule. coysone du corps type «ver» bilatérale
0 [2 [3] [4] [5]
EG:
Pelagia noctiluca 0 0 0 0 0
(méduse)
Ver de terre < 0 0 1 1 1
Criquet
pelerin i ! ! v L
Chondronema %\ }
passali N 3/ 1 1 0 1 1
(nématode) el

A Matrice de caractéres.

Polarisation des caractéres :

Les caractéres sont codés comme suit: absence (0)
ou présence (1) de cuticule ; absence (0) ou présence (1) des hormones de la famille de I'ecdysone (pro-
voquant des mues); le corps est (1) ou non (0) segmenté; I’animal n’a pas de forme allongée (0) ou |'ani-
mal est vermiforme (1); I'animal posséde (1) ou non (0) une symétrie bilatérale.

Nématode

Arbre exprimant les relations de
parenté entre le ver de terre, un nématode (Chondronema passali) et le criquet pélerin (extra-groupe:
une méduse, Pelagia noctiluca). Il implique 7 hypothéses de transformation. Les deux arbres non rete-
nus en vertu du principe de parcimonie en impliquent 8 chacun. Hypothéses de transformation : présence
d'une cuticule (1); présence d’hormones de la famille de I'ecdysone (2); animal vermiforme (4); corps
segmenté (3); symétrie bilatérale (5).

A Arbre le plus parcimonieux.

Collection 4 : une phylogénie des Embryophytes (4 taxons + 1 extragroupe)

Original (2017)

(!) En cas d’équiprobabilité du scénario « convergence » et du
« convergence ».

scénario « réversion », envisagez le scénario

& Emb } Arché Trachéid }
Caractére | . . | Seni Cuticule et | >SPlantes | Lignine | owuie Cambium | Fleur | vaisseaux
™) plante SPOTOPEIEM® | antheridies | vasculaires (6) @) e ©) vrais (10)
Taxon mére (2) ® @) ®) @
Ulve 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Polytric 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0
Polypode 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
Pin 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0
Coquelicot 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1

A Matrice de caractéres.

Polarisation des caracteéres :

embryon lié a la plante mére

bifacial présent

(1) : état primitif = présence d’un thalle ; état dérivé = absence de thalle >> présence d’'un cormus
(2) : état primitif = pas d’embryon lié a la plante mére ; état dérivé =

(3) : état primitif = composés absents ; état dérivé = composés présents

(4) : état primitif = absentes ; état dérivé = présentes

(5) : état primitif = absence ; état dérivé = présence

(6) : état primitif = pas de lignine ; état dérivé = lignine synthétisée

(7) : état primitif = absence ; état dérivé = présence

(8) : état primitif = cambium bifacial absent ; état dérivé = cambium

(9) : état primitif = absence ; état dérivé = présence

(10) : état primitif = absence ; état dérivé = présence

Chlorobiontes

Ulve (Chlorophytes)

Cormus

Polytric (Bryophytes)

; Trakhéophytes =
Embryon lié a‘/a ! Plantds vasculaires
plantemere /| Ll

Cuticule+ | P
sporopollénine ! :
Archégones+  Trachéides | Spdrmatophytes

anthéridies . 1
Lignine LI

Caractéres dérive
de l'intragroupe >>
caractéres non
informatifs dans
cette reconstruction

Polypode (Filicophytes)

Pin (Gymnospermes)

phylogénétique Archégones+ | L Coquelicot (Angiospermes)
anthéridies (réversion) VN
Ovule NN . o
Cambium ‘. Fleur Caractéres dérivés propres (= auto-
' Vaisseauxvrais apomorphies) des Angiospermes >>

caractéres non informatifs dans cette
reconstruction phylogénétique

A Arbre le plus parcimonieux.
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Activité 2. Initiation a une méthode moléculaire (WPGMA)

Principales méthodes utilisables en phylogénie moléculaire
On peut les classer en trois catégories principales.

a) Les méthodes phénétiques ou méthodes de distance
(!) Ne pas confondre systématique phénétique et méthodes phénétiques: si les premiéres méthodes
phénétiques ont effectivement été inventées dans le cadre de la systématique phénétique (en les appliquant
alors a des caracteres morpho-anatomiques), elles sont aujourd’hui appliquées a des données moléculaires
dans un cadre conceptuel phylogénétique.

Principe

Elles sont basées sur le pourcentage de divergence (ou de similitude) entre séquences
comparées deux a deux. On construit pour cela des tableaux a double entrée taxon-taxon ou I'on
reporte ces pourcentages : ce sont des matrices de distances.

Méthodes principales
- LUPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean, méthode non pondérée de

regroupement par paires par moyenne arithmétique) ou le WPGMA (Weighted Pair Group Method
with Arithmetic mean, méthode non pondérée de regroupement par paires par moyenne
arithmétique) sont des méthodes simples qui reposent sur une application des principes
phénétiques fondamentaux : produire des arbres basés sur la divergence quantifiée entre
molécules. Pour admettre la pertinence phylogénétique de ces méthodes, il faut adhérer sans
réserve a la théorie neutraliste de I’évolution moléculaire. Selon cette théorie aujourd’hui bien
admise (mais nuancée !), la plupart des mutations (et non toutes, contrairement a la caricature de
certains détracteurs) sont neutres a I’échelle moléculaire. Dés lors, on peut postuler que, pour un
géne donné et au sein d'un ensemble de taxons donnés, les mutations s’accumulent de
maniére réguliére au cours du temps : c'est ce quon appelle I’horloge moléculaire. Aussi,
TUPGMA et le WPGMA postulent que, plus les séquences se ressemblent, plus les taxons
étudiés sont phylogénétiquement proches. La racine sera placée sur la séquence la plus
différente des autres.

- Le NJ (Neighbour Joining, rapprochement de voisinage) produit des arbres non enracinés sans
se baser sur une stricte observance de I'horloge moléculaire, ce qui autorise la prise en compte de
potentielles variations des vitesses d’évolution des séquences : c’est la raison de son invention
en 1987 par SAIToU et NEI qui trouvaient TUPGMA trop artificielle. Tous les taxons sont initialement
placés sur un arbre en étoile et les taxons sont regroupés petit a petit les uns aprés les autres
(on regroupe deux taxons, puis un troisieme taxon avec les deux autres, puis un quatrieme taxon
avec I'ensemble des trois autres...) en construisant tous les arbres possibles a chaque nouvelle
étape et en choisissant celui qui présente une taille minimale (notons qu’'une nouvelle matrice
est construite a chaque étape en appliquant une formule particuliere). L’objectif est de minimiser au
maximum la taille de I’arbre final.

Intéréts et limites

- L’'UPGMA et le WPGMA reposent sur 'lhorloge moléculaire de maniere rigide ; elle n’est donc
quasiment plus employée, 'hypothése de non-variation des vitesses d’évolution étant trop
artificielle.

— Le NJ est une méthode trés populaire depuis son invention : elle est rapide, facile a mettre en
ceuvre et peut s’appliquer a un grand nombre de séquences. Néanmoins, le mode de construction
ne produit pas nécessairement I’arbre le plus probable.

— Ces méthodes ne permettent pas de voir si un site nucléotidique a subi plus d’une mutation
(mais des méthodes de correction peuvent pondérer les résultats et intégrer cette possibilité).

b) Les méthodes de parcimonie

Principe

Il s’agit non plus de quantifier la divergence des séquences mais de considérer chaque site
(nucléotidique ou peptidique) muté comme un caractére. La parcimonie consiste a minimiser le
nombre de « pas » (mutations) nécessaires pour passer d’une séquence a une autre dans un
arbre.

Cette méthode s’appuie sur les hypothéses suivantes :

- Les sites évoluent indépendamment les uns des autres (la séquence peut étre considéree
comme une suite de caractéres non ordonnés)

- La vitesse d’évolution est lente et constante au cours du temps.

La méthode de maximum de parcimonie examine toutes les topologies possibles afin de trouver
I’arbre optimal (le plus parcimonieux).

Intéréts et limites

— Cette méthode impose de réaliser tous les arbres possibles, ce qui augmente rapidement avec
le nombre de séquences et rend le travail trés long, méme informatiquement.

— Cette méthode est cladistique plutét que phénétique et elle integre des états initiaux et
dérivés ; on peut donc se tromper lors de la polarisation.

- La méthode ne permet toutefois pas de voir si un site a subi des mutations multiples, n’utilise
pas tous les sites existants (mais juste les sites dits « informatifs ») et ne donne aucune
information sur la longueur des branches (c’est-a-dire la divergence).

c) Les méthodes probabilistes

Principe

Les méthodes probabilistes utilisent des formules de probabilité en intégrant d’éventuels
modeéles évolutifs dans leurs algorithmes. Il ne s’agit plus seulement de comparer la divergence
des séquences mais la probabilité pour que les séquences aient muté sur tel ou tel site
nucléotidique ou peptidique (par exemple, on intégre la probabilité de chaque type de mutation).
Elles reposent sur des modéles d’évolution. Lorsque le modéle est bien choisi, ces méthodes
sont celles qui s’approchent le mieux de la réalité.

Méthodes principales
On peut citer deux grandes catégories d’approches :

- La méthode du maximum de vraisemblance (ML, maximum likehood) : cette méthode travaille
sur les sites considérés comme des caractéres mais intéegre la probabilité que ceux-ci
subissent une (ou plusieurs) mutations en utilisant des modéles évolutifs choisis par le
phylogénéticien.

- Les méthodes bayésiennes fondées sur le cadre probabiliste de BAYES qui sont une méthode
calculatoire encore plus complexe et lourde (donc parfois difficile a mettre en ceuvre) mais donnant
d’excellents résultats.

Intéréts et limites

— Ces méthodes permettent d’obtenir des résultats jugés trés fiables, en minimisant les biais des
phylogénies moléculaires classiques. lls sont considérés comme les plus prometteurs aujourd’hui.
— Aucune référence absolue n’existe pour choisir le modeéle évolutif pertinent face a une
séquence (et le choix d’'un modele erroné est le biais le plus préjudiciable a ces approches).

— Ces méthodes sont extrémement lourdes d’'un point de vue calculatoire et algorithmique
(surtout BAYES) d’ou I'emploi d’heuristiques pour limiter le nombre de configurations étudiées, ce qui
impliqgue que des possibilités ne soient pas examinées.
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Appliquez l'algorithme proposé pour produire des arbres racinés selon la méthode WPGMA

(parfois a tort appelée UPGMA dans quelques manuels francophones).

Exercice 1 : une phylogénie des globines alpha de quelques Vertébrés
D’aprés LECOINTRE & LE GUYADER (2009)

On se propose de construire, par le biais de la méthode WPGMA, une phylogénie simple de
quelques Vertébrés a partir des séquences peptidiques de leurs globines alpha (document a).

ESPECES séquences alignées -
Carpe commune SLSDKDKAAV KIAWAKISPK ADDIGAEALG RMLTVYPQTK TYFAHWADLS PGSGPVKHGK
Homme V-—-PA-—TN- -A--G-VGAH -GEY----- E --FLSF-T-- —--P-F¥%--- H--AQ--GHG
Roussette V--SA--TNI -A--D-VGGN -GEY----- E --FLSF-T-- ---P-F%--- H--AQ--GHG
Cog domestique V--AA--NN- -GIFT--AGH -EEY---T-E —--F-T--P-— ——--P-F%--— H--AQI-GHG

Ségquences alignées =
KVIMGAVGDA VSKIDDLVGG LASLSELHAS KLRVDPANFK ILANHIVVGI MFYLPGDFPP
-KVAD-LTN- —-AHV--MPNA -SA--D--=-H —-———--=- V=-=-= L-SHCLL-TL AAH--AE-T-
-KVGD-LTN- =-GHL---P-A —SA--D-—--Y —==—-- V-—— L-SHCLL-TL ANH--S--T-
~-KVVA-LIE- ANH---IA-T -SK--D---H -—-———— V-== L-GQCFL-VV AIHH-AALT-

— Dans la matrice des distances, trouver les taxons i et j pour lesquels la distance d; est
la plus petite.

- Mettre la racine a égale distance de i et de j, soit a d;/2.

- Créer un nouvel ensemble qu’on peut nommer X incluant j et j. Si i et j sont les deux
derniers ensembles, I'arbre est complet.

- Recalculer une matrice de distance en prenant comme distance de X & chaque taxon
k, la moyenne des distances di; et di;: dux= (di + dy) / 2

- A partir de cette nouvelle matrice (dans laquelle il y a une entrée de moins car i et j
ont été agglomérés en un ensemble U), retourner a la premiere étape.

Notez qu’on vous demande un phylogramme, c’est-a-dire un arbre phylogénétique dont
la longueur est proportionnelle a la divergence des molécules : vous devrez donc faire
des branches dont la taille sera égale a chaque fois a di/2.

— Séquences alignées —
EVHMSVDKFF QNLALALSEK YR
A--A-L---L ASVSTV-TS- --
A--A-L---L ASVSTV-TS- --
—==A~L---L CAVGTV-TA- --

Séquences alignées d’une portion de I’'hémoglobine a. Les lettres correspondent au code des acides ami-
nés. Un tiret signifie identité par rapport & I'acide aminé de la premiére ligne ; une étoile I'absence de I'acide aminé.

A DOCUMENT a. Matrice de position comparant les séquences alignées
de globines a de quatre Vertébrés.

1. On appelle distance ou divergence le pourcentage de nucléotides qui different entre les génes
de deux espeéces étudiées (notons qu’'un nucléotide absent est compté comme une différence
dans la séquence). Recopiez et complétez la matrice de distance (document b) en utilisant les
séquences proposeées.

o o | 2
Taxons / g E g g
Taxons S S 3 o
T o
Carpe 0,00 - - -
Homme 0,00 - -
Roussette 0,00 -
Coq 0,00

A DOCUMENT b. Matrice de distance a compléter.

2. On admettra que toutes les séquences évoluent a la méme vitesse dans toutes les
branches de I'arbre (ce qui constitue un postulat de la méthode WPGMA) et que les
pourcentages calculés reflétent les différences pour I'extrait de séquence peptidique de
I’hémoglobine. En utilisant la matrice produite a la question précédente, construisez un
phylogramme WPGMA des taxons proposés en employant la méthode expliquée :

Carpe H Rourssette Coq : B
Comune Homme d’Egypte domestique e Distance la plus petite : pesss—— HOMMe
G d (homme, roussette) ~ 10 %
oy _59
. o000 Racine 8 10/2=5% M
Roussette
Homme 52,11 0,00 = d'Egypte
5%
Roussette
dEgpte. 2070 9,93 0,00
domestique 52,824, ¥29,79: &:31:24. 0,00
e d (M, carpe) = (52,11 + 50,70)/2 =51,40 %
d (M, coq) = (29,79 + 31,21)/2=30,5%
* Distance la plus petite :
M Carpe Coq d (M, coq) = 30,5% p—— HOMMe
Racine a2 30,5/2 = 15,25 %
M 0,00
Carpe 51,4 0,00 S%ng:e A
5%
Coq 30,5 52,82 0,00
. COQ

15,25 %

p——— HOomme

° d (A, carpe) = (52,82 + 51,4)/2=52,11%
Racine &4 52,11/2 = 26,055 %

A Carpe Rolussette
<-———» d'Egypte
5%
A 0,00
e . CO(|
Carpe 5241 0,00 15,25 %
Carpe
26,055 %

Calcul d’un arbre par la méthode UPGMA. Les matrices de distances sont tirées des séquences (fig. 13).
Le nombre donné est un pourcentage d’acides aminés différents entre deux séquences.
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Exercice 2 : une phylogénie des globines alpha de quelques Vertébrés
D’aprés Agro-véto A BCPST 2009, remis en forme dans SEGARRA et al. (2015)

On se propose d’essayer de construire, par le biais de la méthode WPGMA?*, une phylogénie
simple de plastes d’organismes en comparant des génes d’ARN 16S du stroma de plastes de 3
organismes la Lignée verte et du cytoplasme de cyanobactéries. Les séquences sont proposées
dans le tableau page suivante ou elles ont été alignées, la séquence d’Arabidopsis thaliana
(Angiospermes) servant de référence.

1. On appelle distance ou divergence le pourcentage de nucléotides qui different entre les genes de deux
espéces étudiées (notons qu'un nucléotide absent est compté comme une différence dans la séquence).
Recopiez et complétez la matrice de distance (Ci-dessous) en utilisant les séquences proposées.

Taxons Arabidopsis Anabaena Cyanophora Porphyra
Taxons
Arabidopsis 0,00 - = -
Anabaena 0,00 - -
Cyanophora 0,00 -
Porphyra 0,00

2. On admettra que toutes les séquences évoluent a la méme vitesse dans toutes les branches de l'arbre (ce
qui constitue un postulat de la méthode WPGMA\) et que les pourcentages calculés refletent les différences
pour la séquence totale de '’ARN 16S. En utilisant la matrice produite a la question précédente, construisez
un phylogramme WPGMA des taxons proposés en employant la méthode expliquée:

dans la matrice des distances, trouver les taxons /et j pour lesquels la distance dj est la plus petite;
- mettre la racine a égale distance de /et de j, soit a d;/2;
— créerun nouvel ensemble Uincluant jet j. Si /et jsont les deux derniers ensembles, I'arbre est complet;
- recalculer une matrice de distance en prenant comme distance de U a chaque taxon k, la moyenne des
distances dkiet dkj: dy, = (dj; + d)/2;
— apartir de cette nouvelle matrice (dans laquelle il y a une entrée de moins car i et jont été agglomérés
en un ensemble U), retourner a la premiere étape.
Notez qu'on vous demande un phylogramme, c’est-a-dire un arbre phylogénétique dont la longueur est
proportionnelle a la divergence des molécules : vous devrez donc faire des branches dont la taille sera égale
a chaque fois a dj/2.
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Vv TABLEAU. Séquence des quatre organismes de I’étude = matrice de position.
Un nucléotide absent est signalé par un astérisque.
Un nucléotide identique a A. thaliana est indiqué par un tiret.

D’aprés SEGARRA et al. (2015).

1

C T G A C G G A G G A A T G C
_ _ _ _ _ _ _ _ C _ _ A _

- - _ _ _ _ - - _ - _ - A _

16

C G G G T G G A G G T A * G A

T = G - = _ 1 _ _ € G T G _ B

- - _ _ _ _ * _ _ _ G T A _ _

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ T _ _

31

A G G C C C A C G G G T C C T

_ _ _ _ T _ T T C C _ _ T G G

C _ _ _ T T G T _ _ _ _ T G _
_ _ _ T _ G _ _ _ _ _ T G _

46

G A A C T T C T T T T (e C & A

C _ _ _ (&) C _ _ _ _ B T T B B

_ _ - _ C - _ _ _ _ _ _ _ T _

A _ _ C _ _ _ _ _ _ _ T _ _

61

G A G A A G A A G * * C A A

- G - — G T - T A € C A A — ~

_ G _ _ G _ _ _ T _ _ _ _ _ _

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _

76

T G A C G G T A T C T G G G G

= = = A - - = = C T _ _ A A C

_ _ _ _ _ _ _ C _ _ A A _

e = o - - s _ _ _ _ _ A A A _

9 100 1

A A T A A G C A T C Arabidopsis thaliana (Chlorobionte)

— _ _ _ G _ _ _ _ _ Anabaena sp. (Cyanobactérie)

= = s - _ _ _ _ _ _ Cyanophora paradoxa (Glaucophyte)

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ Porphyra purpurea (Rhodophyte)

Question 1: remplissage de la matrice de distance

Pour compléter la matrice de distance, on comptabilise les différences entre les séquences comparées
deux a deux que I'on exprime ensuite en pourcentages. Par exemple, il y a 38 sites nucléotidiques différents
entre Arabidopsis et Anabaena sur 100 sites séquencés, soit une divergence de 38,00 %. On procede ainsi
pour obtenir toutes les valeurs, ce qui permet de proposer la matrice suivante:

Taxons Arabidopsis Anabaena Cyanophora Porphyra
Taxons
Arabidopsis 0,00 - - -
Anabaena 38,00 0,00 - - Matrice de distance en pourcentages
Cyanophora 20.00 29.00 0.00 _ (on gardera bien la méme précision
2 d 2 que I'énoncé, a savoir deux décimales
Porphyra 12,00 31,00 17,00 0,00 apres la virgule)

Question 2: construction du phylogramme WPGMA

Dans la matrice, on constate que la plus petite distance entre deux taxons est entre Arabidopsis et Porphyra.
On peut donc proposer un début d’arbre phylogénétique ou la taille des branches est |la distance au nceud,
soit 12,00/2 = 6,00 % :

Arabidopsis plaste

6009 Porphyra plaste

Arbre phylogénétique en construction (1€ étape)

On construit ensuite une nouvelle matrice en calculant la distance entre les taxons non placés sur l'arbre
(Anabaena, Cyanophora) et le groupe déja formé (Arabidopsis + Porphyra). On calcule alors, pour le groupe
Arabidopsis + Porphyra, des distances moyennes. Par exemple, la distance entre Anabaena et le groupe
Arabidopsis + Porphyra est égale a la moyenne de la distance entre Anabaena et Arabidopsis et de la distance
entre Anabaena et Porphyra, soit: (38,00 + 31,00)/2 = 34,50 %. Suivant cette méthode, on peut donc proposer
la matrice suivante:

Taxons Arabidopsis + Porphyra ~ Anabaena Cyanophora

Taxons
Arabidopsis - - -
+ Porphyra
Anabaena 34,50 - - )
Nouvelle matrice de distance
Cyanophora 18,50 29,00 = en pourcentages

La distance la plus courte est maintenant la distance entre Cyanophora et le groupe Arabidopsis + Porphyra.
On peut donc placer Cyanophora sur l'arbre (distance au nceud: 18,50/2 = 9,25 %) :

Arabidopsis plaste
6,00 % go;i’g/rzoprls Stliste
9,25 % yanophora p

Arbre phylogénétique en construction (2¢ étape)
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On peut enfin réaliser une derniere matrice ou on calcule la distance entre le dernier taxon restant (Anabaena)
et le groupe Arabidopsis + Porphyra + Cyanophora en appliquant la méme régle en moyennant a nouveau les
distances: (34,50 + 29,00)/2 = 31,75%. Cela permet de proposer cette derniere matrice:

Taxons Arabidopsis + Porphyra + Cyanoph. Anabaena
Taxons

Arabidopsis - -

+ Porphyra + Cyanophora
Py yanop Derniére matrice de distance

Anabaena 31,75 - en pourcentages

On peut donc placer Anabaena sur l'arbre (la racine sera placée a 31,75/2 = 15,88 %) et proposer I'arbre
final suivant:

Arabidopsis plaste

Porphyra plaste
Cyanophora plaste

Anabaena

6,00 %
9,25 %
15,88 %

Arbre phylogénétique (phylogramme) obtenu.

Notons qu'avec le WPGMA, on produit des arbres racinés.

Activité 3. Comparaison et alignement de séquences pour la
réalisation d’arbres phylogénétiques

D’aprés SEGARRA, PIETRE et al. (2023)

Le séquengage massif des genomes a produit de trés nombreuses séquences disponibles dans des bases

de données accessibles a tous, par exemple:

— lesite National Center for Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) qui met a disposition de
tres nombreuses séquences d'acides nucléiques (ADN et ARN) et peptidiques provenant de trés nombreux
organismes ainsi que des outils d’analyse.

— le site The Protein Data Bank (https://www.rcsb.org) qui met a disposition de nombreuses séquences
peptidiques.

Ces sites proposent aussi des outils de visualisation moléculaire (affichage de séquences, modéles tridimen-
sionnels de protéines...) et d’analyse des sequences (recherche dans les bases de données, alignement,
comparaison, recherche de phases ouvertes de lecture, transcription/traduction...).

La comparaison et I'alignement de ces séquences est exploitée afin de construire des arbres phylogénetiques
montrant les relations de parenté entre les séquences et, si les séquences sont orthologues, entre les orga-
nismes dont elles sont issues.

Dans cette fiche TP, on utilisera les séquences de différents transporteurs au glucose de la famille GIuT.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.rcsb.org/

Alignement des séquences nucléotidiques
et des séquences peptidiques codant GluT4

Le gene Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 4 est le gene codant la protéine
couramment désigné GluT4 pour Glucose Transporter 4.

Les séquences codantes de ce gene ainsi que les séquences peptidiques pour différentes especes sont
disponibles dans les bases de données.

Le tableau ci-dessous récapitule quelques caractéristiques de ces séquences.

. , Taille de la séquence codante Taille de la séquence Nom de la séquence
Espéce concernée L . . _
(nucléotides) peptidique (acides aminés) sur les documents
Vache domestique
4 1530 509 Bt GIUT4
Bos taurus
Morue de I'Atlantique
4 1512 503 Gm GluT4
Gadus morhua
Homme moderne
. 1530 509 Hs GlutT4
Homo sapiens
Souris d ti
ouns domestique 1530 509 Mm GlutT4
Mus musculus
S ifi
aumon pactiique 1518 505 Ok Glut4
Oncorhynchus kisutch
Rat brun ou rat d'égout
1530 509 Rn GluT4

Rattus norvegicus

Figure TP 25.3a
Données sur les séquences codantes et peptidiques de GluT4 utilisées dans cette étude
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L'alignement des séquences nucléotidiques avec le logiciel GenieGenZ2 en autorisant les discontinuités permet
une comparaison des séquences conduisant & établir un pourcentage de similarité entre séquences.
Lafigure TP 25.3b présente le résultat de I'alignement avec discontinuité des six séquences utilisées dans cette
étude. L'introduction d’espaces correspondant a ces discontinuités au sein d’'une séquence permet d’optimiser
I'alignement des portions de séquences similaires.

similaires mm— différentes

sasasiniaaliaiae e
10

i B T O FOOP FORTP I PR (e ]
70 8 %0 100 110 1
| | | ] | | | | | |
BLOWtd  ATGECGTEEG6CT TEEAACAGATEGGETCTGANGATE6GGAGEECEETEE6EAGEGAGTCACTEGGACETTE6TEETTGECGTATTCTEEEETGTTETTE6ETCLCTGEAGTTTGEET AL
Gm GT4 T6 € ACTGAA 66 n 6 cc G TGETE T6TECG 6/ TEACELL6G TG T6lcG /T K6l T Al cacal

G
Hs Glutd T A @ A A 6 < TGl TEC6oTGl 9
Mm Glutd T 4 c A 6| alcac AseT A o T 1
Ok Glutd. TecarTTlacanGT | B | | ca 71— 6leTl AREEETTGETE TETEAG TGl TEA) ATTGlCGTTEe T T [
Rn GluT4 T G A A G Ac T T 1

A G

P EREE i EER s EEre e R R
540

1520 1530

I I | | | | | |
BtGlts  TTTC CACCGGATACETTETETTCTGGAGEAGGARGTG ANACEEAGEACAGAACTIGGAGTACT TAGGGECAGATGAGEAT | GAETGA
lccTocg 6T €CAGETC0ACTGLET GC GG GAT (Y

GGEEAGEGGCCGRTATCEGGEATGAT

__________ CC1 GATGEAGAT L_|_|
T A7E
3 T
€0TECACA T GAGETGGGA A LA 6
o T

=
H

GA A A
AGEAAAGACTE | GECCGECATGATA AT TIACCTGELOGAGE AGEGIAGEETEA
GA A A

b ———

Rn GluT4

Figure TP 25.3b

Alignements des six séquences avec discontinuités: début et fin de I'alignement

Chaque nucléotide est associé a une couleur (Arose, T bleu, efc.). Des tirets bas représentent un espacement introduit pour produire I'alignement
le plus optimal pour I'ensemble de la séquence.

La ligne au-dessus de I'alignement représente la similarité entre les six séquences: du vert (tous les nucléotides sont identiques) au rouge
(les nucléotides sont tous différents d’une ségquence a une autre).

D'apres une copie d'écran des résultats fournis par le logiciel GenieGen2.

Les figures TP 25.3c et TP 25.3d présentent les matrices de similarité entre les séquences nucléotidiques et
peptidiques de différentes especes. La valeur indiquée dans chaque case est un pourcentage de similitude
entre les deux séquences comparées.

Bt GluT4 Gm GluT4 Hs GLuT4 Mm GluT4 Ok GluT4 Rn GluT4
Bt GluT4 100
Gm GluT4 67,58 100
Hs GluT4 90,28 66,82 100
Mm GluT4 87,4 65,66 88,17 100
Ok GluT4 67,97 81,84 67,39 66,75 100
Rn GluT4 87,28 65,86 88,17 95,72 66,37 100

Figure TP 25.3¢

Matrice de distances des séquences nucléotidiques de la portion codante du géne GIuT4: résultats en pourcentage de similitude entre les six
séquences nucléotidiques comparées.

D'aprés des résultats fournis par le logiciel GenieGen2.

Bt GluT4 p Gm GluT4 p Hs GLuT4 p Mm GluT4 p Ok GluT4 p Rn GluT4 p
Bt GluT4 p 100

Gm GluT4 p 66,02 100

Hs GluT4 p 94,4 65,25 100

Mm GluT4 p 93,63 64,67 95,37 100

Ok GluT4 p 68,15 85,14 67,95 67,18 100

Rn GluT4 p 93,63 64,86 95,37 98,07 67,57 100

Figure TP 25.2d

Matrice de distances des séquences peptidiques de la protéine GluT4: résultats en pourcentage de similitude entre les six séquences
peptidiques comparées. p: séquence peptitidique.

D'apres des résultats fournis par le logiciel GenieGen2.

1. Comparez les pourcentages de similitude obtenus pour les deux types de comparaisons (nucléotidiques et polypep-
tidiques). Comment peut-on expliquer les différences éventuellement observées entre les deux types de séquences ?

Arbres phylogénétiques obtenus a partir des données
de la comparaison de séquences codant GluT4
chez différentes especes

A partir de matrices de similarités, il est possible de réaliser des arbres de parenté en utilisant différentes

méthodes.

Arbre a partir de la méthode UPGMA

La méthode UPGMA pour Unweighted Pafr Group Method with Arithmetic mean (« méthode non pondérée de
regroupement par paires basée sur la moyenne arithmétique ») est fondée sur le concept d’horloge molécu-
laire qui postule que pour un géne donné, les mutations s’accumulent réguliérement au cours du temps.
Les séquences, puis les groupes, les plus proches, estimés a partir des pourcentages de divergence, sont

regroupés deux a deux.
Le logiciel GenieGen2 produit un arbre fondé sur cette méthode: figure TP 25.3e.

Bt GluT4
—— MmGIuT4
- 4‘; Rn GluT4
Arbre obtenu par la

\ Gm GIUT4 1 sthode UPGMA
‘ D’apres une copie d’écran
Ok GluT4  des résultats fournis par le

logiciel GenieGen2.

Figure TP 25.3e

Arbre obtenu a partir de la méthode de Neighbour-Joining (NJ)

Laméthode NJ (Neighbour Joining) est aussi une méthode de distance exploitant la divergence entre séquences
en limitant les biais de I'horloge moléculaire. Elle aboutit a la production d’'un arbre unique minimisant la taille
finale de l'arbre.

Cet arbre (figure TP 25.3f) a été obtenu avec le logiciel Seaview qui compare les séquences et produit des arbres
selon différentes méthodes.

0,02

bt

Gm GluT4 Figure TP 25.3f

100 Arbre obtenu par la
méthode NJ (méthode
HKY)

Les longueurs de
branches sont
proportionnelles au
nombre de substitutions
par site pour chaque
branche. La barre

en haut & gauche
représente 'échelle des

Mm GluT4 branches.

100 Les valeurs & gauche
des noeuds sont les
valeurs de bootstrap,

Rn GluT4 un test statistique par

— rééchantillonnage

64 des données évaluant

la robustesse des

Hs GluT4 branches.

Ok GluT4

Bt GluT4

100

2. Comparez les deux arbres et expliqguez sommairement les différences constatées.
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Comparaison des séquences de différents membres
de la famille des GIuT

Dans cette partie, on compare les séquences de différents transporteurs GluT au sein d'une méme espéce.

Ce sont donc des séquences paralogues constituant ce qu'il est courant d’appeler une famille

multigénique.

Les séquences peptidigques des transporteurs GIuT1, GluT2, GIuT3, GluT4 et GIuT10 de la souris domestique
(Mus musculus) sont comparées et un alignement avec des discontinuités est réalisé (figure TP 25.3g). Ces données
sont ensuite traitées par le logiciel Seaview pour produire un arbre phylogénétique en utilisant la methode de

Neighbour-Joining (figure TP 25.3h).

Mm
Mm
Mm
Mm
Mm

Mm
Mm
Mm
Mm
Mm

Mm
Mm
Mm
Mm
Mm

Mm
Mm
Mm
Mm
Mm

Mm
Mm
Mm
Mm
Mm

Mm
Mm
Mm
Mm
Mm

Mm
Mm
Mm
Mm
Mm

Mm
Mm
Mm
Mm
Mm

GluTl

GluT2

GluT3 Pl

GluT4 Pl

GluT10 = 2 D 5

211
GluTl
GluT2 -
GluT3 -
GluT4 -
GluT10 o

281

GluTl
GluT2
GluT3
GluT4
G1luT10

GluTl
GluT2
GluT3
GluT4
G1luT10

491
GluTl
GluT2
GluT3 P
GluT4
G1luT10
561

GluTl
GluT2
GluT3
GluT4
GluT10

0,05

Mm GIluT10

Mm GluT2

100 Mm GluT4

100 Mm GIuT1

88

Mm GIuT3

3. Commentez I’arbre obtenu. Quelle interprétation peut-on en faire ?

Sources
Logiciel GenieGen2 (Version utilisée: 2.6). Auteurs: P. Cosentino/P. Pillot

Figure TP 25.3h
Arbre obtenu par la
méthode NJ

Les longueurs de
branches sont
proportionnelles au
nombre de substitutions
par site pour chaque
branche. La barre

en haut a gauche
représente 'échelle des
branches.

Les valeurs a gauche
des nceuds sont les
valeurs de bootstrap.

https://www.pedagogie.ac-nice.fr/svt/productions/geniegen2/, derniere consultation janvier 2022
Logiciel Seaview (Version 5.0.4). Auteurs: © 1996-2020 Manolo Gouy, Laboratoire de Biométrie et Biologie

Evolutive, CNRS/Université de Lyon
http://doua.prabi.fr/software/seaview, derniere consultation janvier 2022

https://www.pedagogie.ac-nice.fr/svt/productions/geniegen2/

https://doua.prabi.fr/software/seaview

Figure TP 25.3g
Alignements avec
discontinuités des cinq
séquences peptidiques
Chaque couleur
représente une famille
d'acides aminés
caractérisée par ses
propriétés (polarité,
charge, groupement
fonctionnel).

D'aprés une copie décran
des résultats fournis par le
logiciel Seaview.
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Réponse 1

Les pourcentages de similitudes obtenus par la comparaison de paires de séquences sont trés proches (en général,
trois points au maximum sauf pour les comparaisons a Mm GluT4 ou jusqu’'a sept points d'écart peuvent étre notées).
Dans les deux matrices et les écarts observés entre séquences d'especes différents sont similaires. Cela est cohérent
avec le fait que les séquences nucléotidiques analysées sont les séquences codantes qui, par traduction, conduisent
aux séguences peptidigues. Toutefois, les comparaisons de séquences nucléotidiques et peptidiques pour les mémes
taxons ne donnent pas des valeurs strictement identiques. Dans la plupart des cas, la similarité est plus importante
dans le cas des séquences polypeptidiques par rapport aux séquences nucléotidiques; ainsi on note 90,3 % de
similarité entre Bt et Hs dans le cas des séquences nucléotidiques contre 93,6 % pour les séquence polypeptidiques
correspondantes. Cela s’explique par la redondance du code génétique. En effet, de nombreux acides aminés sont
codés par plusieurs codons distincts, ce qui implique gu'un changement dans la ségquence nucléotidique n'engendre
pas nécessairement un changement dans la séquence polypeptidigue (cas des mutations silencieuses).

Réponse 2

Dans les deux arbres,

e il'y a un rapprochement entre Mm et Rn qui semblent donc étre groupesfréres dans cette étude, dans la mesure
ou ils sont confirmés par deux algorithmes différents.

¢ il y a un rapprochement entre Gm et Ok sur lequel on pourrait parvenir a la méme conclusion, méme s'il convient
d'étre prudent: en effet, ces deux séquences sont notoirement différentes de toutes les autres et un phénomeéne
d’attraction des longues branches a pu accentuer leur rapprochement.

En revanche, la position de Bt et Hs differe entre les deux algorithmes: ils sont associés (groupes-fréres) dans la
WPGMA alors que le NJ présente I'association (Bt(Hs/(Mm-Rn))) mais. .. le nceud (Hs/(Mm-Rn) présente un bootstrap
de 64 %, la ou I'on considére classiquement qu’'un bootstrap de 95% est un minimum pour assurer la solidité d’'une
branche : une polytomie (Bt, Hs, (Mmm-Rn)) serait donc plus justifiée et permettrait alors d'inférer que le rapprochement
Bt-Hs suggéré par le WPGMA n’ait pas été produit par le NJ simplement pour de minimes différences calculatoires
inhérentes a chaque méthode.

Réponse 3

Cet arbre présente un apparentement entre protéines provenant de genes représentés au sein d'une méme espeéce,
ceux-ci dérivant d’'un méme gene ancestral qui s'est dupliqué: c’est la définition méme des genes paralogues consti-
tuant une famille multigénique. Si I'on considére que I'algorithme de reconstruction phylogénétique est pertinent (ce
dont on peut douter concernant le nceud avec un bootstrap de 88 %), alors plus deux séquences sont éloignées sur
I'arbre, plus I'événement de duplication a I'crigine de leur divergence est ancien.
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