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Objectifs

Objectifs
e Montrer la contribution de I'inférence moléculaire pour résoudre des questions concernant la
phylogénie.
Exemples traités durant le TP

e Nous étudierons les relations phylogénétiques entre différentes especes de reptiles (tortues,
|ézards, serpents...) et d’'oiseaux.

Compétences acquises

A l'issue de ce TP, vous devrez avoir acquis les compétences suivantes.

e Décrire et interpréter des arbres phylogénétiques.
e Evaluer les valeurs de robustesse.

e Comparer des arbres et discuter différentes hypotheses.



Déroulé du TP

Etapes
Exercice 1. Analyse d’un arbre phylogénétique

amU

O

Dessin d’un arbre phylogénétique sur base de vos connaissances préalables — se familiariser avec le

groupe taxonomique que nous allons étudier
Analyse de l'arbre phylogénétique — se familiariser avec le vocabulaire de la phylogénie et la

description d’un dendrogramme (arbre)

Exercice 2. Arbre de référence — NCBI Common Tree

O

O

Créer un arbre de référence avec la base de données du NCBI
Comprendre la structure phylogénétique de I'arbre et savoir le redessiner

Exercice 3. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

O

O

Aligner les séquences orthologues de RAG2
Effectuer une reconstruction phylogénétique avec le site NGphylogeny ou phylogeny.fr

Exercice 4. Phylogénie moléculaire basée sur la concaténation des séquences
protéiques de 8 genes différents chez les Sauria
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https://ngphylogeny.fr/
http://phylogeny.lirmm.fr/

Déroulé du TP

Complétion
o Tous les exercices doivent étre réalisés par chaque étudiant.
e En principe, les 4 exercices devraient étre faits en séance (avec explications par les enseignants).
e Sinécessaire, ils peuvent étre terminés ultérieurement.
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Rappel et précision des notions mises en oeuvre pour ce TP
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Rappels des définitions

Alignements multiples et distances génétiques
® Caracteres moléculaires
o La phylogénie “classique” repose sur des caracteres phénotypiques (morphologiques, anatomiques,
physiologiques, ...)
o En phylogénie moléculaire, on considere chaque position (colonne) d’un alignement multiple comme un caractére
pour les constructions phylogénétiques.
® Similarité et homologie (hypothése primaire)
o  La présence de similarités entre caracteres chez différents organismes peut a priori résulter d’'un héritage commun
(homologie) ou d’'une convergence évolutive (analogie)
o  En phylogénie moléculaire, on mesure un taux de similarité en calculant, a partir d’'un alighement de séquences,
le pourcentage de résidus alignés ayant un score positif (identités ou de substitutions conservatives).
o  On peut également calculer des scores probabilistes (score en bits et E-valeur,expect) qui permettent d’estimer la
significativité statistique des similarités observées entre deux séquences.
o Sila significativité est élevée, on en inférera qu’il s’agit d’'une homologie.
o Attention, la similarité est un concept qu’on peut représenter sur une échelle quantitative (pourcentages de
positifs, pourcentage d’identité) mais I’homologie est un critére qualitatif, binaire : deux séquences sont
homologues, ou ne le sont pas.
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Arbres phylogénétiques

e Taxonomie (ou taxinomie) : 1. Science de la classification, Figure : combinaison (“réconciliation”) d’un arbre phylogénétique
2. Classification des éléments d’un domaine, en particulier (ombrages jaunes épais) et d’un arbre moléculaire (lignes noires).
les espéces biologiques . Spéciation (Sp). Formation de deux especes a partir d’'une

espece ancestrale (branchements triangulaires sur I'arbre des
especes). Suite a une spéciation, chaque molécule ancestrale
se retrouve dans chacune des espéces dérivées.

e Arbre des espéces : arbre qui indique les relations de
parenté entre des espéces d’étres vivants — ou par

extension d’autres niveaux taxonomiques. oo i o ]
= Duplications (Dp). Mutation qui génere deux copies d’'une

séquence dans le méme génome (branchements
rectangulaires). Mutation qui génére deux copies d’une

vraisemblable des séquences. séquence. Suite a une duplication, on retrouve au sein du
e  Arbre vrai / Arbre inféré : arbre phylogénétique qui refléte méme génome deux copies de la séquence ancestrale.

exactement les relations de parenté entre groupes d'étres

e  Arbre des molécules : arbre phylogénétique inféré a partir
des séquences biologiques, et qui reflete |'évolution

vivants est qualifié d’arbre vrai. En réalité, I'arbre vrai n’est

jamais connu. L'idée de I'inférence phylogénétique est de

construire des arbres a partir des données a disposition iy

(arbre inféré) qui s’approchent le plus possible de I'arbre Dp1

vrai.
Sp2

N’oubliez pas que vous pouvez a tout moment consulter le Dp2
glossaire_du_cours pour obtenir une définition sommaire des i~
principaux termes utilisés. Al AB1 Bl B2 1 co c3

trends in Genetics



https://jvanheld.github.io/intro-bioinfo-L2-SV-AMU-SSV3U15_public/glossaire_bioinfo/glossaire_bioinfo.html
https://jvanheld.github.io/intro-bioinfo-L2-SV-AMU-SSV3U15_public/glossaire_bioinfo/glossaire_bioinfo.html

Représentations arborées des histoires évolutives

e  On représente les histoires évolutives sous forme d’arbres

et p . ~ e s Cladogramme Phylogramme
e Différents types de représentation peuvent étre utilisés N Y. » .
A
selon les cas. B C D ¢ { ¢ & ¢
o  Bifurcations triangulaires ou rectangulaires ‘ » Q ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ & w.,I_< "

o Disposition radiale
e Selon les cas, les longueurs des branches représentent
o le nombre d’événements de divergences
(cladogramme),

temps

Iy o zae temps
o le nombre de différences génétiques ou
morphologiques entre deux especes (phylogramme),
o le temps de divergence (chronogramme).
xE
>
a temps

Casane, D. & Laurenti, P. Penser la biologie dans un cadre phylogénétique: L'exemple de I’
évolution des vertébrés. Med Sci (Paris) 28, 1121-1127 (2012).
doi.org/10.1051/medsci/20122812024



https://doi.org/10.1051/medsci/20122812024

Rappels des définitions

Groupe monophylétique = clade : groupe comportant un
organisme ancestral et tous les organismes en descendant, et
uniquement eux. Exemple : les Hominidae incluent gibon,
orang-outang, gorille, chimpanzé, bonobo (absent du dessins) et
humain.

Groupe paraphylétique : groupe qui inclut un organisme
ancestral et ses descendant, mais en excluant certains d’entre
eux. Exemples : les singes incluent les primates sauf ’lhumain:
les poissons incluent les gnathostomes sauf les tétrapodes
Groupe polyphylétique : assemblage d’organismes n’incluant
pas leur ancétre commun le plus récent. Exemples :
mammiferes marins, animaux cavernicoles.

Cénancétre = dernier ancétre commun entre deux ou plusieurs
groupes taxonomiques : espece la plus récente que ces taxons
ont pour ancétre commun.

Cladogramme des Catarrhini repris de Lewin, R. Human Evolution: An Illustrated
Introduction. (Blackwell, Malden, MA, 2005). ISNB: 978-1-4051-0378-7 978-1-4051-5614-1

Hominidae : groupe monophylétique

Singes : groupe paraphylétique

’)&ﬁﬂﬂ ash\? | Q

&0
& @9 q«? y
Hominini (42)
Cercopithe- Colobinae [98)
. Hylobatidae Homininae (99)

Cercopithe- Hominidae (87)
cidae

Cercopithe- Hominoidea (99)

coidea (68)

Racine de I'arbre —p & Catarrhini (86)
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https://www.wiley-vch.de/en/areas-interest/natural-sciences/human-evolution-978-1-4051-0378-7

Arbres enracinés ou non enracinés

e Selon les méthodes utilisées, I'inférence phylogénétique produit soit un arbre enraciné, soit un
arbre non-enraciné.

® Les arbres non-enracinés ne sont pas réellement des arbres phylogénétiques car ils n‘ont pas de
direction temporelle — les branches indiquent les étapes de séparation, avec une longueur
proportionnelle distances évolutives, mais en absence de direction elles n’indiquent pas les
relations de parenté (qui descend de qui).

e Laracine définit une orientation de I'arbre, et donc un chemin évolutif unique vers chaque
feuille. Elle symbolise le dernier ancétre commun (i.e. le plus récent) de toutes les OTU.

e A priori, elle peut se situer a n’'importe quelle position sur n‘importe quelle branche de I'arbre.
Comment enraciner un arbre ?
e Dans certains cas, on peut s'appuyer sur une connaissance a priori de la feuille la plus externe
parmi les OTU étudiées,qualifiée de groupe extérieur (outgroup en anglais)
o Exemple : si un arbre contient chien, loup, souris, rat et poulet — sur base des connaissances
biologiques, on décide que le groupe extérieur est le poulet
e En absence de connaissance a priori du OTU les plus externes parmi les OTU étudiées, on peut
envisager un enracinement au poids moyen : on enracine l'arbre sur la branche qui minimise la
moyenne des distances aux feuilles.
e Note: I'enracinement au poids moyen présente plusieurs inconvénients :
o Il implique une hypothése d’horloge moléculaire : on postule un taux de mutation constant
au cours de I'évolution, et égal entre les branches, ce qui n’est généralement pas trés réaliste.
o La position du centre dépend fortement du choix des échantillons — rien ne garantit que ce
centre correspond a la séparation la plus ancienne entre tous les groupes représentés.

Arbre

non-enraciné souris

Rat

Loup
Chien
R? Poulet
Arbre enraciné Chien
Loup
Souris
Rat
Poulet
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Objectifs et notions

Groupe basal (ou lignée basale) : groupe taxonomique qui se détache des autres a proximité de la racine d’un
arbre phylogénétique. Le concept de groupe basal est questionnable car il dépend du choix des échantillons
ayant servi a établir I'arbre phylogénétique.

Groupes fréeres : groupes taxonomiques qui descendent immeédiatement d'un ancétre commun sur un arbre
phylogénétique (les branches sont directement rattachées au méme noeud).

Robustesse : estimation de la mesure dont chaque nceud d’un arbre inféré est soutenu par le jeu de données.
La méthode la plus connue est le bootstrap, mais il existe également des méthodes probabilistes, moins
coliteuses en temps de calcul.

Bootstrap : méthode d’estimation de la robustesse de chaque noeud d’un arbre. Cette méthode consiste a
échantillonner les positions de I'alignement pour relancer la construction phylogénétique de facon itérative puis
de comparer les arbres obtenus apres de nombreuses répétitions. La valeur de bootstrap d’un noceud représente
la proportion des arbres dans lequel le noeud a été retrouvé.

Phylogénomique : reconstruction phylogénétique sur base de génomes ou de protéomes complets ou, a défaut,
d'un grand nombre de séquences de genes ou de protéines.

N’oubliez pas que vous pouvez a tout moment consulter le glossaire du cours pour obtenir une définition sommaire

des principaux termes utilisés.

amU

SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
TP5. Inférence phylogénétique
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https://jvanheld.github.io/intro-bioinfo-L2-SV-AMU-SSV3U15_public/glossaire_bioinfo/glossaire_bioinfo.html

Méthode de bootstrap pour estimer la robustesse des arbres

En phylogénie moléculaire, on infére un arbre phylogénétique a
partir d’'un alignement multiple (apres avoir supprimé les
colonnes qui comportent des gaps).

On peut s’interroger sur la fiabilité de cette inférence, qui dépend
des séquences particulieres dont on dispose dans I'échantillon
analysé.

Une méthode pour aborder cette question est le bootstrap.

Pour évaluer la fiabilité de I'inférence, on peut appliquer la
méthode du bootstrapping.

1.  Etant donné un alignement de N séquences et M colonnes,
on effectue une sélection aléatoire de M colonnes avec
remise. Chaque colonne peut donc étre tirée 0, 1 ou
plusieurs fois.

On calcule un arbre avec ces colonnes ré-échantillonnées.
On répete I'opération un bon nombre de fois (ex: 1000)
On assigne a chaque branchement de I'arbre initial une
valeur de bootstrap = le nombre de fois ou ce
branchement se retrouve a l'identique dans les N arbres
produits.

HpWN

La valeur de bootstrap est un indice de la robustesse de I'arbre
phylogénétique par rapport aux fluctuations d’échantillonnage.
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Bootstrapping

e Surun arbre phylogénétique, une valeur de bootstrap
est assignée a chaque branchement pour indiquer
nombre de fois ol ce branchement se retrouve a
I'identique dans les N arbres de bootstrap.

e Valeur élevée — branchement robuste aux fluctuations
d’échantillonnage, et donc vraisemblablement fiable.

e Valeur faible — branchement peu fiable.

o Exemple : 338/1000 signifie que ce branchement n’est
présent que dans ~1/3 des bootstraps ; il dépend donc
fortement d’un sous-ensemble des colonnes plutét que
de représenter l'alignement complet.

0.1
.,:P08497]1!:PA2_BAC‘SU

w|P00562|AK2H_ECOLI

sw|

78 1000

1000

w|QOZCI7|AK_RICPR
Q04795|AK1_BACSU

[sWIP61489| AK_THETH
lswiP61488|AK_THET2

ﬁ7 1000 sw|P41403|AK_MYCSM
‘51)9 [ | —| sw/POA4ZS|AK_MYCTU

1000 lsw|POA4Z9|AK_MYCBO

|QSRQN1|AK_COREF

SW|
_ 1000 | iSWIPZGSIZIAK_CORGL
992 ) 1008%|P41398|AK_CORFL
( 1000 sw|P53553|AK2_BACST
———————————sw|P08495|AK2_BACSU

996 dss sw|Q59229|AK2_BACSG

(@o [ sw|O25827|AK_HELPY

Lsw|Qozrz7|AK_HELPT

I3152.— w|069077|AK_PSEAE

7as w|067221|AK_AQUAE
1000 w[P10869|AK_YEAST
w|O60163|AK_SCHPO

G'_ w|Q57991|AK_METTA
«

4 000 sw|P37142|AKH_DAUCA
1000 sw|P49079|AKH1_MAIZE

1000

|Q892 AR4|AKH_BUCBP

912 ) o04
sw|Q8KQU9|AKH_BUCAP
1000 sw|P57290|AKH_BUCAI

|P44505|AKH_HAEIN

1000 sw|P27725|AK1H_SERMA
1000 sw|P00561|AK1H_ECOLI

sw|P94417|AK3_BACSU

w|POS660|AK3_ECOLI

|Q9Z61.0|AK_CHLPN

990
1000 sw|O84367|AK_CHLTR
1000 sw|QOPK32|AK_CHLMU
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Tutoriel et exercices
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Ressources bioinformatiques utilisées

Nom URL Description

Base de données NCBI  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/ Espéces et groupes taxonomiques avec
Taxonomy leurs lignées

NCBI Taxonomy https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree/wwwcmt.cgi | Production d’un arbre pour une liste des
Common Tree especes/groupes taxonomiques
NGphylogeny https://ngphylogeny.fr/ Inférence phylogénétique basée sur des

séquences biologiques

phylogeny.fr http://phylogeny.lirmm.fr/ ou https://www.phylogeny.fr/ Inférence phylogénétique basée sur des
séquences biologiques

ONEzoom https://www.onezoom.or L'arbre interactif du vivant

Phylopic https://www.phylopic.org/ Silhouettes d’organismes



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree/wwwcmt.cgi
https://ngphylogeny.fr/
http://phylogeny.lirmm.fr/
https://www.phylogeny.fr/
https://www.onezoom.org/
https://www.phylopic.org/

Exercice 1. Arbre basé sur les connaissances préalables
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Exercice 1. Arbre basé sur les connaissances préalables

« Au cours de cet exercice, vous allez vous
familiariser avec le groupe que nous allons
étudier, les Sauria. Le groupe des Sauria est
un groupe monophylétique qui comprend
les oiseaux et les reptiles.

« Nous allons utiliser les séquences de 10
especes de Sauria, notre groupe d’étude et
2 especes de mammiferes. Ces derniers
seront utilisés comme groupe extérieur
(pour enraciner l'arbre).

Nom d'espéce en latin
Serinus canaria

Cygnus atratus

Alligator mississippiensis
Crocodylus porosus
Gavialis gangeticus
Chelonia mydas
Pelodiscus sinensis
Gekko japonicus

Lacerta agilis

Protobothrops mucrosquamatus

Gorilla gorilla

Orcinus orca

Nom frangais

Serin des Canaries
Cygne noir

Alligator d'Amérique
Crocodile marin

Gavial du Gange
Tortue verte

Tortue a carapace molle
Gecko

Lézard agile

Vipere a taches brunes
Gorille de I'Ouest

Orque

Tableau 1. Liste des espéeces étudiées.

Groupe taxonomique
Aves

Aves
Crocodilia
Crocodilia
Crocodilia
Testudines
Testudines
Squamata
Squamata
Squamata
Mammalia

Mammalia
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Exercice 1. Arbre intuitif

e Envous basant sur ces
illustrations et sur vos
connaissances, dessinez un
arbre phylogénétique
de maniére intuitive en incluant
les espéces ci-contre.

e Pendantle TP, vous allez
comparer votre arbre avec
I'arbre phylogénétique de ces
especes tel gu’on le connait
aujourd’hui.

Serinus canaria

Orcinus orca

Gavialis gangeticus

Figure 1. Photos des espéces étudiées.
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Exercice 1. Analyse de l'arbre

e Familiarisez-vous avec le
vocabulaire de la phylogénie utilisé
pendant le TP.

e Comparez I'arbre ci- contre avec
I'arbre que vous avez dessiné de
maniere intuitive.

e Décrivez les différences /
ressemblances entre eux.

Sur Ametice, répondez au
questionnaire 1

Amniota |

Sauria

Lepidosauria

Archelosauria

Archosauria

Ty,
[ Aves Y
Yl

Mammalia ﬁ"

Squamata *) “

Crocodylia

Testudines

Figure 2. Arbre schématique des différents groupes étudiés pendant le TP
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Exercice 2. Arbre de référence — NCBI Common Tree

am U SSV3U15 - Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
e Marsale  Unversts TPS5. Inférence phylogénétique
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Définition : lignée taxonomique

Exemple : lignée taxonomique du gorille (Gorilla gorilla)

Cellular organisms; Eukaryota,; Opisthokonta; Metazoa;
Eumetazoa; Bilateria; Deuterostomia; Chordata; Craniata;
Vertebrata; Gnathostomata; Teleostomi; Euteleostomi;
Sarcopterygii; Dipnotetrapodomorpha; Tetrapoda;
Amniota; Mammalia; Theria; Eutheria; Boreoeutheria;
Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Simiiformes;
Catarrhini; ; Hominidae; ; Gorilla

La lignée est une organisation hiérarchique. Le premier groupe est
le plus large (Organismes cellulaires) et il contient le groupe
suivant (Eukaryota) qui contient le groupe suivant (Opisthokonta),
etc. Le gorille fait partie de chacun de ces groupes.

La figure de droite montre quelques niveaux de cette lignée
(marqués en gras ci-dessus).

Primates

cinae (99)

Colobinae

Hominidae (87)

Cercopithe-
cidae

Cercopithe- Hominoidea (99)

coidea (68)

Catarrhini (86)

Mammalia

Tetrapoda

Vertebrata

Metazoa

Opisthokonta

Eukaryota
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Exercice 2. Arbre de référence — NCBI Common Tree

Lignée taxonomique du gorille (Gorilla gorilla) : e Legorille et le crocodile font tous deux partie des
Amniota, mais par la suite leurs lignées divergent.

Cellular organisms; Eukaryota; Opisthokonta; Metazoa; . i
e Nous allons utiliser cette structure pour créer un arbre de

Eumetazoa; Bilateria; Deuterostomia; Chordata;

référence.
Craniata; Vertebrata; Gnathostomata; Teleostomi; e  Enréalité, on est rarement certain de I’histoire évolutive
Euteleostomi; Sarcopterygii; Dipnotetrapodomorpha; d’un groupe, mais comme la taxonomie du NCBI est basée
Tetrapoda; Amniota; Mammalia; Theria; Eutheria; sur les études scientifiques utilisant a la fois les caractéres
Boreoeutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; morphologiques et moléculaires, on peut considérer que

cet arbre sera une bonne approximation de I'évolution des

Simiiformes; Catarrhini; Hominoidea; Hominidae; e
groupes étudiés.

Homininae; Gorilla
Lignée du crocodile marin (Crocodylus porosus)

Cellular organisms ; Eukaryota ; Opisthokonta ; Metazoa ;
Eumetazoa ; Bilateria ; Deuterostomia ; Chordata ;
Craniata ; Vertebrata ; Gnathostomata ; Teleostomi ;
Euteleostomi ; Sarcopterygii ; Dipnotetrapodomorpha ;
Tetrapoda ; Amniota ; Sauropsida ; Sauria ; Archelosauria ;
Archosauria ; Crocodylia ; Longirostres ; Crocodylidae ;
Crocodylus



Exercice 2. Arbre de référence — NCBI Common Tree

Au cours de cet exercice, vous allez créer un arbre de référence contenant toutes les especes choisies
pour I'étude. Nous allons utiliser I'outil Common Tree de la base de données NCBI Taxonomy. Cette

base donnée contient toutes les especes qui ont des séquences dans GenBank et leurs lignées
taxonomiques.

SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
am U TP5. Inférence phylogénétique
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Exercice 2. Arbre de référence — NCBI Common Tree

e Connectez-vous a NCBI Taxonomy.

e Cliguez Common Tree. Deux possibilités vous sont offertes:
o Télécharger le fichier avec la liste des especes
(species_list.txt),

o Téléchargez-le sur NCBI a l'aide du bouton ‘Choisir un
fichier / Choose File’, puis cliquez sur ‘Add from file’

o Alternativement, vous pouvez entrer un par un des noms
d’espéce dans la boite ‘Enter name or ID’ et en cliquant
sur ‘Add’ aprés avoir ajouté chaque nom.

Serinus canaria
Cygnus atratus
Alligator mississippiensis
Crocodylus porosus
Gavialis gangeticus
Chelonia mydas
Pelodiscus sinensis
Gekko japonicus
Lacerta agilis
Protobothrops
mucrosquamatus
Gorilla gorilla
Orcinus orca

Taxonomy

Taxonomy v

Limits  Advanced

Taxonomy

Help

The Taxonomy Database is a curated classification and nomenclature for all of the organisms

in the public sequence databases. This currently represents about 10% of the described
species of life on the planet.

Using Taxonomy
Quick Start Guide
FAQ

Handbook

Taxonomy FTP

Taxonomy Tools

Browse

Common Tree

Statisfics
Name/ID Status

Genetic Codes

Linking to

PubMed
Enter name or id

Extinct Organisms

Other Resources

GenBank

LinkOut

E-Utilities

Batch Entrez

INSDC g\ﬁ

Taxonomy
Browser

Comments and questions to info@ncbi.nlm.nih.gov

[Help]

[Search]
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Exercice 2. Arbre de référence — NCBI Common Tree

e Cochez la case ‘include unranked (phylogenetic) taxa’
pour afficher plus de niveaux taxonomiques
intermédiaires.

e Laffichage qui apparait sur I'écran n’est pas le plus

simple a lire. Dessinez un arbre basé sur cette structure.

Ajoutez apres les noms d’espéeces leurs groupes
taxonomiques donnés dans le Tableau 1.

e Cet arbre sera utilisé par la suite de ce TP comme arbre
de référence qui reflete I'évolution des Sauria tel qu’on
les connait maintenant.

Sur Ametice, répondez au questionnaire 2

amU

> NCBI N R~

PubMed Entrez

Enter name or id || Add | or
includeginranked (phylogenetic) taxa Expand All
& ota

|
[

B-Sauria
~Archelosauria
Archosaurla

""" i“Crocodylia
Longirostres
"Crocodylus porosus
"Gavialis gangeticus
i B-Alligator mississippiensis
"N_ng nathae
"ngnus atratus
& Serinus canaria
E-Cryptodira
'Pelodiscus sinensis
@ Chelonia mydas
E-Bifurcata
"Gekko japonicus
“EFM uamata
"Lacerta agilis
EProtobothrops mucrosquamatus
E-Boreoeutheria
“Orcinus orca
®Gorilla gorilla

Check Ta»

SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
TP5. Inférence phylogénétique
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Exercice 3.
Phylogénie moléculaire de |la protéine RAG2 chez les Sauria
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Plateformes d’inférence phylogénétique

La suite logicielle la plus utilisée pour I'inférence logicielle, Phylogeny.fr, a été développée par le Laboratoire
d’Informatique, de Robotique et de Microélectronique de Montpellier (LIRMM) et est déployée a cette adresse
: https://phylogeny.lirmm.fr.

Plus récemment, I'Institut Pasteur a développé une version “next generation” intitulée NGPhylogeny.fr :
https://ngphylogeny.fr/. Cette plateforme présente des outils plus conviviaux pour I'affichage et I'analyse des
alignements multiples et pour la visualisation des arbres phylogénétiques, mais en fonction de la charge du
serveur, les temps d’attente sont parfois plus importants que sur la plateforme du LIRMM.

Ce diaporama contient les tutoriels pour les deux plateformes bioinformatiques.
Les deux plateformes donnent des résultats similaires et satisfaisants dans le cadre de ce TP.
En fonction de la disponibilité des serveurs durant la séance, les enseignants vous orienteront vers I'une ou
'autre.
e Pour NGPhylogeny.fr, suivez les tuto des diapo “Exercice 3a”
e Pour Phylogeny.fr, suivez les tuto des diapo “Exercice 3b”

En cas d’indisponibilité de NGPhylogeny.fr pendant le TP, les diapo “Exercice 3a” vous permettront, si vous le
désirez de découvrir son interface pendant vos révisions, sans aucune obligation.


https://phylogeny.lirmm.fr
https://ngphylogeny.fr/

Exercice 3a. NGPhylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Au cours de cet exercice, vous utiliserez 12 séquences de la protéine RAG2 pour inférer
I"histoire évolutive des Sauria.

Vous allez travailler sur la plateforme NGphylogeny (ngphylogeny.fr) qui vous permet de

construire un arbre phylogénétique a partir des séquences a l'aide d’'un workflow qui
associe différents logiciels.

Les 4 étapes de workflow sont les suivantes:

1. Alignement des séquences

2. Nettoyage (curation) de l'alignement

3. Inférence phylogénétique (construction de l'arbre)
4. Visualisation et édition de I'arbre

Pour chaque étape, vous avez le choix entre plusieurs logiciels ou algorithmes.

SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
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https://ngphylogeny.fr/

Exercice 3a. NGPhylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

e Téléchargez le fichier fasta RAG2 protein.fas contenant 12 séquences protéiques orthologues appartenant aux especes de
I'Exercice 2.

o Connectez-vous au site NGphylogeny pour effectuer une reconstruction phylogénétique basée sur ce jeu de données. La phylogénie
moléculaire repose sur l'analyse des séquences biologiques (ADN, ARN, protéines) pour élaborer des arbres phylogénétiques en
comparant les caracteres moléculaires (ici les positions homologues de séquences).

» Name
« Cliquez sur I'option 'A la carte' ,.
« Nommez votre workflow (ex : 'RAG2prot').
Un workflow consiste a chainer des outils » Tools
logiciels modulaires qui réalisent les étapes . - &
. it il o
successives d’une analyse. 0 &L o og' .
e Créez un workflow en cochant les cases
Suiva ntes : Multiple Alignment Alignment Curation Tree Inference Tree Rendering

o Multiple alignment: MUSCLE

= o O FastME
o Alignment curation: Gblocks (sélection des @ o

positions alignées de maniere fiable)
o Tree Inference: PhyML, qui construit un arbre Sy
phylogénétique sur base du maximum de

vraisemblance (maximum likelihood)
o Tree Rendering : Newick (visualisation et édition

O MrBayes

Workflow skeleton

1
d e | a rb re ) . Multiple Alignment Tree Tree
H 1 ] Input data Alignment Curation Inference Rendering
« Cliquez 'Create workflow'. " " " ™
Fasta format Clustal Omega Gblocks PhyML Newick Display
+ + + +
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Exercice 3a. NGPhylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Reconstruction phylogénétique

e  Sur la page suivante, vous pouvez soit charger le fichier
a l'aide de bouton Choose file, soit copier le contenu
du fichier RAG2_protein.fas dans la boite de texte au
bas de la section Input data.

Sur cette méme page, vous pouvez modifier les
parametres de chacun des logiciels choisis. Nous allons
garder les parameétres par défaut pour toutes les étapes
sauf pour celle de reconstruction phylogénétique:
e Cliguez sur la boite grisée PhyML
e Dans le menu 'Statistical test for branch support’
sélectionnez I'option 'Bootstrap’, et indiquez une
valeur de 100 pour l'option Number of bootstrap
replicates.
e  Cligquez sur 'Submit'

Configure your workflow

Clustal Omega

Gblocks

PhyML
Newick Display

>

Input data

Choose a file or Paste content
(Fasta format with more than 3 sequences)

< Choose file | RAG2_protein.fas )

Files in session

PhyML =

Statistical test for branch support

:

Use aLRT or aBayes to save computing time.

Number of bootstrap replicates

Must be a positive integer

SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
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Exercice 3a. NGPhylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Exécution de I'analyse

Au bout de quelques secondes, NGPhylogeny affiche une page
avec le statut de réalisation des différentes taches.

Les tache s’affichent de bas en haut, par ordre d'exécution.
La colonne Status indique le statut de chaque tache:
e accomplie

e en attente des résultats de I'étape précédente

Dés qu’une étape est terminée, ses résultats peuvent étre

consultés sans attendre la finalisation des étapes suivantes.
Astuce: cliquez droit (Ctrl-clic) sur les boutons des étapes
accomplies pour ouvrir les résultats dans un autre onglet.
Ceci vous permettra de revenir ultérieurement sur la page
de suivi des tdches.

Phylogeny.fr |

fHome % Phylogeny Analysis -  Tools  EEWorkspace @) W Documentation
>ristory [EZED

Info ! This page is will be refreshed in 1 sec.

ur g R
Name | NGPhylogeny Analyse - RAG2prot .
e-mail | | A

© About ~

Tool Step  File Name @

+JLogin

15.  Alltree images
Nevick En attente
Display
4. Treeimage
e
to interpert some bootstrap log files if any)
2. PhyML Newick tree )
11, PhyML Statistics o
10.  PhyMLlog (w]
PRy 9. PhyML bootstrap trees: align.phy_phymi_boot tises.txt ()
o Booster: Tree with [iclavg transfer distancesidepiilas
" branch labels: tbe_raw_tree.nhx £
;. Booster: Tree with normalized supports: &
" tbe_nom_tree.nhx v
6. Booster: the_log.txt
5. Gblocks Sequences information L omm n
Taches
Gblocks 4. Gblocks Cleaned sequences L ®fsa || .
accomplies
3. Gblocks log L om
Clustal
2 & ondg
Upload File 1. RAG2_protein.fas | o | |
References of tools to cite
3 32



Exercice 3a. NGPhylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Visualisation de l'alignhement

Une fois la page de résultats affichée, vous pouvez
visualiser le résultat de chaque étape.

e Observez les alignements en cliquant sur le bouton
'MSAviewer' en fin de ligne
o Résultat de MUSCLE (2. Muscle alignment)
o Alignement “nettoyé” par Gblocks (5. Gblocks
Cleaned sequences).
e Gardez ces fenétres ouvertes, pour pouvoir répondre
au questionnaire un peu plus tard.

Astuce: cliquez droit (Ctrl-clic) sur les boutons des étapes
accomplies pour ouvrir les résultats dans un autre onglet.
Ceci vous permettra de revenir ultérieurement sur la page
de suivi des tdches et sur chaque page de résultat.

NGPhylogeny.fr |

fHome & Phylog Blools  Eworkspace @) WD © About L
>History
ur R |
Name NGPhylogeny Analyse - RAG2prot >
e-mail | A
Tool Step File Name Status
15.  All tree images v + (] > & | Ota
Newick
Display
14.  Treeimage v + el > 2] @
45, Mapping between short sequence id and names (useful r ™
to interpert some bootstrap log files if any)
12, PhyML Newick tree v o> L] om
11.  PhyML Statistics v + 0l & @
10. PhyML log v + & > i om
PhyML
9. PhyML bootstrap trees: align.phy_phyml_boot_trees.txt +|[a] | 2] @
Booster: Tree with [idjavg transfer distances|depth] as
8. v +][a][> ] 2] o | Y
branch labels: tbe_raw_tree.nhx ] Vo
7 Booster: Tree with normalized supports: v 3 o > 3 |[[®mm m
tbe_norm_tree.nhx
6. Booster: tbe_log.txt v + 2] > &]| Ot
5. Gblocks Sequences information v + 2> &] onm
Gblocks 4. Gblocks Cleaned sequences v NI EYEEY Alignement nettoyé
par Gblocks
3. Gblockslog v + o> a] om
— Alignement produit
2. alignment v N IEYEEY
Omega par MUSCLE
Upload File 1. RAG2_protein.fas v + 2> L] onmu

References of tools to cite
 binTox |

2019 ) Lemoine, F. and Correia, D. and Lefort, V. and Doppelt-Azeroual, O. and Mareuil, F. and Cohen-Boulakia, S. and Gascuel, O. 33



Exercice 3a. NGPhylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Alignement multiple produit par MUSCLE

Visualisation de 'alignement

Comparez les deux alignements (longueur
de l'alighement, distribution des gaps,

WoONOALN=F

des régions conservées...).

e Quelles différences voyez-vous 11 Prolobothrops

12 Serinus_Aves_R

- -
WUV TVTVVVVUY

F
F
F
F
F
F
1o
F
F
F
B
F

w>mTrT>TOTTY
K2 N2 K2 N2 R~ R~~~}
mmmmmmmmmmmT
<HNNnHENBNNNNN
mmmmmmmmmmm T

entre les deux alignements ?
e Quelestl'intérét de I'étape de

Vue globale de I'alignement. Cliquez sur une position pour recadrer la fenétre de visualisation

USROS A0 S O 0 N s 000 G AR

curation ?

-

Alignement nettoyé par Gblocks

0. 34 344 . 346 . 348 . 350 . 352 . 354 . 356 . 358 . 360 . 362 . 364 . 366 . 368 . 370 . 372 . 374 . I 304 . 306 . 39

. 378 . 380 . 382 . 384 . 386 . 388 . 390 . 392
ID Label E———— 3

Alligator_Crocody
Chelonia_Testuc
Crocodylus_Croc
Cygnus_Aves_R/
Gavialis_Crocody
Gekko_Squamat:
Gorilla_Mammali:
Lacerta_Squama’
Orcinus_Mamma'
10 Pelodiscus_Testu
11 Protobothrops_St
12 Serinus_Aves_R/

CENONBEGN
(22NN N KN Ka N~ Y~ Y- K-]
mmmmmmmmmmmTm
“HNAHNBEANANNA
mmmmmmmMmm M
Ho
Pmeememe > > -
Falt i~ e S
LR o o ] ]

F
F
F
F
F
F
F
)
F
F
F
F

wrTUUrTIPTROYIYN

(R U1 IE) IR WEALLRE RERTE R IRRRHE B IREEE B BT 5 1 6 J (TR R
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Exercice 3a. NGPhylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Visualisation et édition de I'arbre

Revenez a la fenétre de statut
Cliquez sur le lien du viewer iTol.
Vous pouvez a présent éditer votre
arbre.

A Home

NGPhylogeny.fr

% Phylogeny Analysis ~ S Tools  iEWorkspace @) W Documentation @ About + “DLogin

dHistory [ ‘

urd R ]
Name  NGPhylogeny Analyse - RAG2prot 7
e-mail ‘ | A
Tool Step File Name Status
15. All tree images v + o > L ®tar
Newick
Display
e 14.  Treeimage v + o> 2] @
13. Mapping between short sequenc.e id and names (useful G + F > 3 o
to interpert some bootstrap log files if any)
12, PhyML Newick tree v + (o[> |[& ][ em Arbre phylogénétique
11, PhyML Statistics v + 2> ] o
10. PhyML log v + ’ || & || ot
PhyML =
9. PhyML bootstrap trees: align.phy_phymi_boot_trees.txt PRI RRORIR- Y = viewer
s Booster: Tree with [id|avg transfer distances|depth] as v + (21> [2 [ @ |
branch labels: tbe_raw_tree.nhx
;. Booster: Tree with normalized supports: G w0 o | R
tbe_norm_tree.nhx |
6. Booster: tbe_log.txt v + 8> 4] om
5. Gblocks Sequences information v + = > & | ohm
Gblocks 4. Gblocks Cleaned sequences v + (o > &
3. Gblocks log v + %> & om
I
ol 2. alignment v + @ > || & | ®fasta
Omega
Upload File 1. RAG2_protein.fas v + (@ > 4| ®fasta

References of tools to cite

[ borex o]

2019

Lemoine, F. and Correia, D. and Lefort, V. and Doppelt-Azeroual, O. and Mareuil, F. and Cohen-Boulakia, S. and Gascuel, O. 35



Exercice 3a. NGPhylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Enracinement de |'arbre ITOL

Cette étape est la plus importante car elle
conditionne la topologie de l'arbre en
introduisant la directionnalité de toutes les
branches.

JOIC;

E ®00

Notre groupe d’étude est le clade des Sauria.
Les deux séquences de mammiferes (gorille
et orque) nous servent de groupe extérieur
(outgroup), car nous savons que les
mammiféres ne font pas partie des Sauria,
mais sont phylogénétiquement proches. Ceci
nous indique que la racine de I'arbre devrait
étre placée entre les Sauria et ces
mammiféres.

Pour enraciner votre arbre correctement,

e Cliquez sur la branche qui sépare
Gorilla et Orcinus des autres especes.

e Sansle menu ‘Tree structure’,
sélectionnez la fonction ‘Re-root the
tree here’.

Troe scale: 0.1

X

INTERACTIVE
TREE OF LIFE

4

Clade functions

*. Collapse clade

¥ Rotate children

# Add clade to pruned tree
I Copy leaf labels

I Copy node ID
Editing

¢ Colored ranges ’
[T Branches ’

T Labels ’
= Metadata

Jmesmicturs & Re-root the tree here

W Delete the whole clade

O Treeof Life % Upload < Datasharing @ Help ~

«» Move the clade

& Root the tree at midpoint

Gorilla Mammalia RAG2-XP 004051008-3
Orcinus Mammalia RAG2-XP 004264066-1
Cygnus Aves RAG2-XP 035408118-1

Serinus Aves RAG2-XP 030096686-2

Alligator Crocodylia RAG2-XP 006275994-1
Crocodylus Crocodylia RAG2-XP 019407883-1
Gavialis Crocodylia RAG2-XP 019374923-1
Pelodiscus Testudines RAG2-XP 006124533-1
Chelonia Testudines RAG2-XP 007055297-3
Gekko Squamata RAG2-XP 015272021-1
Protobothrops Squamata RAG2- XP 015677970-1
Lacerta Squamata RAG2-XP 033005536-1
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Exercice 3a. NGPhylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

ITOL 75507 OTeeofle £ Upload < Datasharing @ Help =

Visualisation et édition de I'arbre

Tree scale: 0.1 . -
— Gorilla Mammalia RAG2-XP 004051008-3

- Orcinus Mammalia RAG2-XP 004264066-1

R @T,@,@

Cygnus Aves RAG2-XP 035408118-1

“erinus Aves RAG2-XP 030096686-2
lia RAG2-XP 006275994-1
wdylia RAG2-XP 019407883-1

e  On peut également modifier la couleur des branches et
des noms d’espece: dans l'onglet ‘Basics’, sélectionnez

Clade functions
¥+ Collapse clade

&2 Rotete children lia RAG2-XP 019374923-1
. . . e # Add clade to pruned tree
‘at tips’ dans ‘Label options’. Ceci repositionne les [ S i ke
7. . \ ¥ Copy node ID Gekko RAG2-XP 015272021-1
étiquettes des feuilles (noms d’especes) sans changer la dhing Protobothrops Sauamata RAGZ. XP 018677070-1
@ Colored ranges » Lacerta RAG2-XP 1
structure de l'arbre.
e Encliquant sur les branches adéquates, coloriez les .
epr s . Gz as
différents groupes avec les couleurs suivantes (Labels — we EESEEEES
Whole clade — Color) : Contrl panel ®xD " SE-EEEEE
Basic | Advanced | Datasets || Export = = - : = = = =
o Aves > bleu ot s IR * O
o Crocodylia > rouge e s m_—

. Node IDs: Displ Hide U] croose |
o  Testudines > vert ki e

— Fide
O Tree T B
Internal tree scale: Display Hide i

Tree scale box: Display Hide

£ Label font size: 12p
Label text: Tree scale:
Line width: 15 2 F
e coor: I+ |
Flxed value: 0 s
Node options.

Leaf node symbols: Display Hide
Internal node symbols: Display Hide £
Auto collapse clades: 0> v 841 : Collapse
51> boatstrap Collapse
no classes definer v Collapse
Delete branches: 0 bosistas B Defete
Other functions
Label functions:  Multi-style Bulk edit
Auto assign taxonomy: NCBI GTDB
Root the tree midpoint: Midpoint root

& Tree views v O Undo v @ Resettree




Exercice 3a. NGPhylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Visualisation et édition de |'arbre

e  Affichez également les valeurs statistiques pour chaque nceud de I'arbre:

o Advanced > Bootstraps/metadata > text
o Ajustez I'affichage des valeurs statistiques (taille de police, décimal, position...).

Control panel Q AN
|TO cosine O Treeoflife & MyTrees I« i= | «f Datasharing @ Help ~
Basic Datasets Export
Scaling factors: HEHEN =lfxver = B vy I:Gorilla Mammalia RAG2-XP 004051008-3
i e\ Orcinus Mammalia RAG2-XP 004264066-1
Leaf sorting: Default None @
Cygnus Aves RAG2-XP 035408118-1
Invert sort order: Yes No ® [100f I Serinus Aves RAG2-XP 030096686-2
Branch metadata display Alligator Crocodylia RAG2-XP 006275994-1
Node IDs: Display Hide @ 100 Crocodylus Crocodylia RAG2-XP 019407883-1

Gavialis Crocodylia RAG2-XP 019374923-1

Pelodiscus Testudines RAG2-XP 0061245331
Chelonia Testudines RAG2-XP 007055297-3

Branch lengths: Display Hide
Bootstraps / metadata: Hide
Data Source: bootstrap v [ Gekko Squamata RAG2-XP 015272021-1
Display range, to 100 = 100 L."j Protobothrops Squamata RAG2- XP 015677970-1
Symbol ¢ Color  Width 58] Lacerta Squamata RAG2-XP 033005536-1

Position on branch:
Vertical shift: 0px
Scale by factor: 1x
Round to: 0 decimals

<
<

O O O O

il Sur Ametice, répondez au questionnaire 3

Display as %: | Off

Scientific notation:

Show all values:
Label background:
Background border:
Background cold

Rounded corners: 05p* =



Exercice 3b. Phylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Au cours de cet exercice, vous utiliserez 12 séquences de la protéine RAG2 pour inférer
I"histoire évolutive des Sauria.

Vous allez travailler sur la plateforme phylogeny.fr du LIRMM
(phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/alacarte.cgi) qui vous permet de construire un arbre
phylogénétique a partir des séquences a l'aide d’'un workflow qui associe différents logiciels.

Les 4 étapes de workflow sont les suivantes:

1. Alignement des séquences

2. Nettoyage (curation) de l'alignement

3. Inférence phylogénétique (construction de l'arbre)
4. Visualisation et édition de I'arbre

Pour chaque étape, vous avez le choix entre plusieurs logiciels ou algorithmes.

SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
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Exercice 3b. Phylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

e Téléchargez le fichier fasta RAG2_ protein.fas contenant 12

nta carte" Moce | R D~ e~
séquences protéiques orthologues appartenant aux espéces de
I'Exercice 2.
L. . Workflow Settings
e Allez sur la page Phylogénie 'A |a carte' du site phylogeny.fr pour
. s s , . Name of the analysis (o 1): (RAG2_prot_sauria D) ]
effectuer une reconstruction phylogénétique basée sur ce jeu de C
, Choose processing steps to run and select software to use:
données.

La phylogénie moléculaire repose sur I'analyse des séquences
biologiques (ADN, ARN, protéines) des organismes vivants pour élaborer
des arbres phylogénétiques en comparant les caractéres moléculaires
(ici les positions homologues de séquences).

e Nommez votre 'workflow' (ex: 'RAG2_prot_sauria').

Un workflow consiste a chainer des outils logiciels modulaires qui C
réalisent les étapes successives d’une analyse. . _omr

e Créez un workflow en cochant les cases suivants: | AR

© ProtDist FastDist = Neighbor

o Multiple alignment: MUSCLE - :

[T —
o Alignment curation: Gblocks (sélection des positions alignées de

maniére fiable)
o Construction of phylogenetic tree : PhyML (Maximum
Likelihood: méthode du maximum de vraisemblance) Remien
o Visualisation of phylogenetic tree : Treedyn : visualisation et
édition de I'arbre.

-
) [Crete workiow])
e C(Cliquez 'Create workflow' C

i\ oD

Drawtree
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Exercice 3b. Phylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Reconstruction phylogénétique

e  Surla page suivante, vous pouvez soit charger le fichier a
I'aide de bouton ‘Choose file, soit coller le contenu du
fichier RAG2_protein.fas dans la fenétre de la section
‘Input data’.

Sur cette méme page, vous pouvez modifier les parameétres
de chacun des logiciels choisis.

e Dans la section ‘Phylogeny: PhyML', au bas du formulaire
sélectionnez I'option 'Appoximate Likelihoo-Ratio (aLRT)',
et sélectionnez 'SH-like' dans le menu déroulant.

Note: il s'agit d’une alternative au bootstrap, dont la durée
d’exécution sur phylogeny.fr est trop longue pour ce TP.

e  Remplissez la case ‘email address’
e  C(Cliquez sur 'Submit’
e Cliquez sur le lien (link) qui apparait au bas du formulaire.

Astuce: le lien vous permettra de suivre en direct la réalisation des
étapes successives du workflow, et d’afficher les résultats des
premiéres étapes pendant que les derniéres sont en cours
d’exécution.

D Musique Irees.
J Objets 3 $7 proteinseq_8genes_aligned.fas
ets
3 ﬂj. f A 3 RAG2_genefas
B TeATT $ RAG2_proteinfas

Alignment Curation Phylogeny Tree Rendering
RAG2_prot_sauria wuscie@  [“P| cbocks@ || @ [P Teedyn@
T Gvervaw || 2 Data & Setings | |2 Aignmant | [T Guratin | [[5 Pryiegeay.| [ B.7rea Renasing
@ ouvir
Input Data 4 || « 20ffice > #Cours > #LMD2024 > L2SVEAD > Bioinformatique > TPS > Recher

Choisir un fichier | Ay Organiser v Nouveau dossier

~

&) Images Nom

B vidéos ) species_listxt
i 0S(C) v [ The_evolutionary_position_of turtles_revi... 25/06

44Ko
54 Ko
7Ko
1Ko
172Ko

Nom du fichier: \ RAG2_protein fas

| |Touslesfich

Phylogeny: PhyML

Settings

Statistical tests for branch support;

QOuvrir
2|
e—
<___Approximate Likelihood-Ratio Test (aLRT): | SH-like AP

' Bootstrapping procedure: Number of bootstraps: -

Substitution model: I Default v |

The job is processing, you will be sent an email when the job will be completed.

You can also bookma @i, results.



Exercice 3b. Phylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Visualisation de l'alignhement

Une fois la page de résultats affichée, vous pouvez
visualiser le résultat de chaque étape grace aux
différents onglets.

e Observez I'alignement produit par MUSCLE
(Alignment) et I'alignement “nettoyé” par Gblocks
(Curation).

e Gardez cette fenétre ouverte, pour pouvoir répondre
au questionnaire un peu plus tard.

e Comparez les deux alignements (longueur de
I'alignement, distribution des gaps, des régions
conservées...).

o Quelles différences voyez-vous entre les deux
alignements ?
o Quel est l'intérét de I'étape de curation ?

RAG2_prot_sauria

Alignment
MUSCLE [}

Curation

= Gblocks [2]

Phylogeny
PhyML [5)

Tree Rendering
TreeDyn 5]

[ 1. Overview | [ 2 Data & Settings (| 3. Alignment

Curation results

rocodylus_Croc
Chelonia_Testud
Pelodiscus_Test
Cygnus_Aves_RAG
Serinus_Aves_RA

S3EE QY
E/CQY]
VLINGK - TES{ZRENT

i :

Gekko_Squamata

Lacerta_Squamat
Protobothrops_S
Gorills_Mammali
Orcinus_Mammali
Alligator_Croco
Gavialis_Crocod
Crocodylus_Croc
Chelonia_Testud
Pelodiscus_Test
Cygnus_Aves_RAG
Serinus_Aves_RA
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Exercice 3b. Phylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Visualisation et édition de l'arbre

Vous pouvez a présent éditer I'arbre phylogénétique dans
'onglet ‘Tree rendering’

Enracinement de |'arbre

Cette étape est la plus importante car elle conditionne la
topologie de I'arbre en introduisant la directionnalité de
toutes les branches.

Notre groupe d’étude est le clade des Sauria. Les deux
séquences de mammiféres (gorille et orque) nous servent de
groupe extérieur (outgroup), car nous savons que les
mammiféres ne font pas partie des Sauria, mais sont
phylogénétiquement proches. Ceci nous indique que la
racine de l'arbre devrait étre placée entre les Sauria et ces
mammiféres.
Pour enraciner votre arbre

1.  Cliquez sur 'onglet ‘6. Tree rendering’

2.  Cliquez sur I'icbne Reroot (outgroup)

3. Cliquez sur la branche qui sépare Gorilla et Orcinus
des autres especes.

Alignment

MUSCLE 3] =

Curation

Phylogeny
Gblocks [ =

PhyML ] =

Tree Rendering
TreeDyn [

"Ala Carte" Mode

J 1. Overview U 2. Data & Settings U 3. Alignment U 4. Curation U 54 Phylogeny‘ 6. Tree Rendering i !

Tree Rendering results

~—— Gorilla_Mammalia RAG2_XP_004051008.3

l— Orcinus_Mammalia_ RAG2_XP_004264066.1
Cygnus_Aves_RAG2_XP_035408118.1

—LScrmus Aves_RAG2_XP_030096686.2

2 § rAlllmmr_(rocod\*llu_RAOZ_XP_()(J()NS‘)‘M.l

_I [(Jd\mlls Crocodylia_RAG2_XP_019374923.1

1

Crocodylus, (rocod\lld RAG2_XP_019407883.1
Gekko_Sqs _RAG2_XP_015272021.1
erta, Squamdm RAG2_XP_033005536.1
”LRAGLXPJOS?75994»1.»-rn(ohmhrops_Squamuw_RAG?._XP_(]l5677‘)7().l
KP-030096686.2}) _ AG2_XP_007055297.3
iscus_Testudines_RAG2_XP_006124533.1

branch_:

Dynamic Tree Edition

leaf Tree manipulation @:

E Color using color . Reset to original tree
[Z branch
and assign the group name I:l
Flip subtree
Change leaf name Add annotations using color 4
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Exercice 3b. Phylogeny.fr. Phylogénie moléculaire de la protéine RAG2 chez les Sauria

Visualisation et édition de l'arbre

On peut également modifier la couleur des branches et des noms

d’espece.

Astuce : il est parfois difficile de cliquer sur les branches tres
courtes. Pour contourner cela, cochez 'option “ignore branch
length”, qui remplace le phylogramme par un cladogramme. Le

cladogramme permet également de mieux afficher les valeurs de

bootstrap.

Cochez la case Ignore branch length
Dans le menu ‘Color’, sélectionnez ‘Leaf’ et ‘Branch’.
Choisissez la couleur bleue
Cliquez sur la branche qui sépare les oiseaux des autres
groupes.
Faites de méme avec les autres clades pour obtenir les
couleurs suivantes.

o  Aves > bleu

o  Crocodylia > rouge

o  Testudines > vert

©)
Ajustez I'affichage des valeurs statistiques (taille de
police, décimales, position...).
Expérimentez pour découvrir les autres modifications
d'affichage.

Alignment Curation Phylogeny
MUSCLE 3 = Gblocks [ = PhyML 5] =

Tree Rendering

"A la Carte" Mode TreeDyn ]

| 1. Overview H 2. Data & Settings H 3. Alignment H 4. Curation H 5. Phylogeny || 6. Tree Rendering |

Tree Rendering results

:(\ gnus_Aves_RAG2_XP_035408118.1
Serinus_Aves_| RA(J" XP_030096686.2

Alligator_Crocodylia R AG2 2_XP_006275994.1
- : . Gav RAG2 XP_0193

(_v’ _XP_ ()157 )21.1

Lacerta, Squdm.na RAG2_XP_033005536.1
Protobothrops_Squamata_| RAG2_XP_015677970.1
(.helnnm _Testudines_RAG2_XP_007055297.3

a» _(
obothrops Squ &l2_RAG2_XP_015677970.1})

Figure 1: Phylogenetic tree (the branch length is proportional to the number of substj
4. Cliquez ici

Dynamic Tree Edition

2 .Color E i::ich u

and assign the group name

ee manipulation @:
€color[orange | . 3 | ) Reset to original tree

@

IE Reroot using mid-point rooting

. Reroot (outgroup)
Flip subtree Swap subtrees
Change leaf name Add annotations using color
Display:

Use color:
Use color:

[7 Branch annotation: & Branch support values € Branch length values

[7 Legend at position ,

e
7] Ignore branch length
\ 1
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Exercice 4. Concaténation des séquences protéiques de 8 genes
différents chez les Sauria

am U SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
e Marsale  Unversts TPS5. Inférence phylogénétique
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Exercice 4. Concaténation des séquences protéiques de 8 genes différents chez les Sauria

En phylogénie moléculaire, la concaténation des séquences consiste a assembler plusieurs séquences
macromoléculaire provenant de différents genes ou protéines en une seule séquence continue pour chague organisme
étudié. Cette approche est généralement utilisée pour inférer un arbre des espéeces a partir de données moléculaires,
en augmentant la quantité d'information disponible. L'intérét principal de la concaténation est de fournir une
meilleure résolution et une plus grande robustesse aux analyses phylogénétiques, en réduisant les biais et les erreurs
gui pourraient survenir si I'on utilisait des genes individuels séparément.

e Téléchargez le fichier fasta 8 proteins aligned.fas construit a partir de la concaténation de 8 protéines différentes
(BDNF, RAG-1, RAG-2, PDC, ND1, COX1, CYTB, ATP6) appartenant aux espéces traitées dans les questions 2 et 3.

Pour créer ce fichier nous avons aligné des séquences protéine par protéine, puis nous avons concaténé les
séquences alignées.

SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
am U TP5. Inférence phylogénétique
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https://raw.githubusercontent.com/jvanheld/intro-bioinfo-L2-SV-AMU-SSV3U15_public/refs/heads/main/TP/TP5/data/8_proteins_aligned.fas

Exercice 4a. NGPhylogeny.fr. Concaténation des séquences protéiques de 8 genes différents chez les

Sauria

Créez un arbre PhyML a partir de ce nouveau jeu de données

Ouvrez une connexion au site NGphylogeny,

Cliquez I'option 'A la carte'

Créez un workflow nommé 'Concatprot’'.

o Multiple Alignment: attention, ne sélectionnez aucun logiciel
d'alignement a l'étape de création de workflow, car les
séquences sont déja alignées

o Alignment curation: Gblocks (sélection des positions
informatives dans I'alignhement)

o Tree Inference: PhyML (construction phylogénétique en
maximum de vraisemblance, Maximum Likelihood)

o Tree rendering: Newick Display (visualisation+édition de I'arbre)

Cliquez sur 'Create workflow'.

Sur la page suivante, vous pouvez soit charger le fichier a

I'aide de bouton ‘Choisir un fichier’, soit copier le contenu du

fichier 8 proteins aligned.fas dans la fenétre de la section

‘Input data’.

Sur cette méme page, déroulez le menu 'PhyML' et dans le

champ 'Statistical test for branch support' sélectionnez

I'option 'Bootstrap' ou SH-like si bootstrap prend trop de

temps.

Cliquez sur 'Submit'

Visualisez I'arbre sur iTol. Enracinez I'arbre sur les séquences

de mammiféres comme décrit dans 'exercice précédent.

Sur Ametice, répondez au questionnaire 4

Workflow skeleton

Alignment Tree Tree
Input data Curation Inference Rendering

Fasta format - Gblocks -»> PhyML > Newick Display
+ + +

Configure your workflow

Gblocks Input data

Choose a file or Paste content
(Fasta format with more than 3 sequences)

Choose file | 8_proteins_aligned.fas

Blast runs

PhyML

Newick Display

Filag in eaccinn

No support v

No support

Bootstrap

Likelihood aLRT statistics
Likelihood Chi2-based
SH-like

Annravimata Raunc hranch cuinnarte

a7


https://ngphylogeny.fr/
https://raw.githubusercontent.com/jvanheld/intro-bioinfo-L2-SV-AMU-SSV3U15_public/refs/heads/main/TP/TP5/data/8_proteins_aligned.fas

Exercice 4b. Phylogeny.fr. Concaténation des séquences protéiques de 8 génes différents chez les Sauria

e Créez un arbre PhyML a partir de ce nouveau jeu de données

e Quvrez une connexion sur la plateforme phylogeny.fr du LIRMM

(phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/alacarte.cgi).

e Créez un workflow nommé '‘Concatprot_sauria' en sélectionnant

o Multiple Alignment: attention, désactivez la case”Multiple alignment”, car les
séquences fournies sont déja alignées

o Alignment curation: Gblocks (sélection des positions informatives dans I'alignement)

o Tree Inference: PhyML (maximum de vraisemblance, Maximum Likelihood)

o Tree rendering: Treedyn (visualisation et édition de I'arbre)

e Cliquez sur 'Create workflow'.

e Sur la page suivante, vous pouvez soit copier le contenu du fichier
8 proteins_aligned.fas dans la fenétre de la section 'Input data' soit charger le fichier a
I'aide de bouton ‘Choisir un fichier’.

e Dans la section ‘Phylogeny: PhyML', au bas de cette page sélectionnez |'option
'Appoximate Likelihoo-Ratio (aLRT)', et sélectionnez 'SH-like' dans le menu déroulant.
Note: alternative au bootstrap, trop lent pour ce TP.

e Remplissez la case ‘email address’ et cliquez 'Submit'

e Cliguez sur le lien (link) qui apparait au bas du formulaire.

e Quand l'arbre s’affichera, enracinez I'arbre sur les séquences de mammiféres comme
décrit dans I'exercice précédent.

Sur Ametice, répondez au questionnaire 4

1. Workllow Setup

Phylogeny
PhyML

Tree Rendering

TreaDyn

Curation
—

Gblocks ‘:o

"Ala Carte" Mode

Workflow Settings

Name of the analysis (opliona" Concatprot_sauria 2

Choose processing steps to run and select software to use:

u'ple Alignment:
| MUSCLE
offee

i [@ Construction of phylogenetic tree:
A gihood

C TNT
Distances

© ProtDist/FastDist + BioNJ

© ProtDist/FastDist + Neighbor

Run workflow:

@ all at once O step by step
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http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/alacarte.cgi
https://raw.githubusercontent.com/jvanheld/intro-bioinfo-L2-SV-AMU-SSV3U15_public/refs/heads/main/TP/TP5/data/8_proteins_aligned.fas

Debriefing post-TP

SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
TP5. Inférence phylogénétique
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Connaissances et compétences acquises durant ce TP

Au terme de ce TP, vous devriez avoir acquis les connaissances suivantes

e Concepts de base concernant la taxonomie des organismes

e Représentations arborées des relations phylogénétiques
Typologie des groupes d’organismes par rapport un arbre phylogénétique (groupes monophylétique,
paraphylétique, polyphylétique)

e Processus de construction d’un arbre de référence a partir d’une base de données taxonomique (NCBI).

e Importance de la curation (nettoyage) en phylogénie moléculaire pour améliorer la qualité de I'alighement et la
robustesse des arbres phylogénétiques.

e Approche de concaténation de séquences pour inférer un arbre des especes sur base d’analyses plus robustes.

Vous aurez également acquis les compétences suivantes

e Utiliser une plateforme web bioinformatique pour inférer un arbre phylogénique sur base de données de
séquence.

e Modifier les parametres d’affichage d’un arbre phylogénétique pour obtenir une représentation pertinente

e Interpréter, décrire et comparer des arbres phylogénétiques.

SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
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amU TP5. Inférence phylogénétique



Notions et compétences non couvertes par le cours et le TP

Dans ce cours d’introduction, nous n’avons pas traité les aspects suivants, qui pourront étre couverts
dans des UE de L3 ou de Master.

Connaissances
Approches algorithmiques pour inférer un arbre a partir d’'un alighement multiple : UPGMA,

Neighbour Joining, maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood, ML), parcimonie
o Modeles probabilistes d’évolution des séquences nucléiques

Compétences
e Choisir un algorithme et un modele probabiliste en fonction des données utilisées

e Evaluer 'impact des choix algorithmiques sur la topologie des arbres phylogénétiques

SSV3U15 — Introduction a la bioinformatique (Jacques van Helden)
TP5. Inférence phylogénétique

amU
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