Algorithmes incrémentaux pour la gestion de grandes familles de
séquences homologues

Implémentation dans le logiciel Mentalign
Jean-Francois Dufayard"’, Guy Perriére? et Manolo Gouy?

'INRIA Rhone-Alpes, projet Helix, Montbonnot, 38334 Saint Ismier Cedex, France.
2 UMR 5558, Biométrie, Biologie Evolutive, 69622 Villeurbanne Cedex, France.
"Présentateur de l'article. (tél : +33 4 76 61 55 05, fax : +33 4 76 61 54 08).

Introduction

La gestion de familles de séquences homologues est un probléme central de la génomique
comparative dont la solution repose sur le calcul d’alignements multiples et la construction
d’arbres phylogénétiques associés a ces familles, problémes bioinformatiques connus pour
leur difficulté. De nombreuses méthodes existent pour résoudre ces problémes mais elles
possedent deux limitations importantes :

* Les familles contenant un petit nombre de séquences (c’est-a-dire moins de 1000) sont
en général traitées facilement par les méthodes classiques. Cependant, au-dela d’un
millier de séquences, il est assez difficile de construire un arbre phylogénétique et
encore plus difficile de calculer un alignement multiple.

* Le séquencgage étant devenue une activité intensive, il est trés fréquent d’avoir a
ajouter de nouvelles séquences a des familles de s€quences homologues. Cependant, la
plupart des méthodes classiques ne permettent pas d’ajouter des séquences a un
alignement ou a un arbre phylogénétique sans les recalculer entierement. Quant aux
méthodes le permettant, soit elles s’avérent trop lentes pour pouvoir étre utilisée
efficacement sur des alignements comportant plusieurs milliers de séquences (comme
celle implémentée dans Clustal-w [5]), soit elles nécessitent des données qui ne sont
pas forcément disponibles (comme les méthodes d’alignement utilisées dans le projet
RDP II [1] qui utilisent des données relatives aux structures secondaires des ARN
étudiés).

Méthodes

Deux méthodes incrémentales ont donc été créées, résolvant les problémes suivants :
* ajouter une séquence a un alignement, sans recalculer entiérement ce dernier.
* ajouter une séquence a un arbre phylogénétique, sans le reconstruire entiérement.
Elles sont basées sur les méthodes d’alignement progressif [2] et sur la méthode de
reconstruction d’arbre appelée Neighbor-Joining [4]. Elles sont applicables a toute famille de
séquences homologues, protéiques ou nucléiques.
Elles sont dépendantes I'une de 1’autre, car I’arbre phylogénétique et 1’alignement multiple
sont traités en méme temps. En effet, la localisation de la nouvelle séquence dans I’arbre est
trés dépendante de son alignement avec les autres ; et inversement, I’alignement de la
nouvelle séquence avec les autres est trés dépendant de sa localisation dans 1’arbre. Aussi, ces
méthodes incrémentales consistent en re-calculs partiels successifs des positions dans ’arbre
et de I’alignement de la nouvelle séquence, jusqu’a stabilisation des données.
L’ajout d’une séquence dans un arbre et un alignement peut se décomposer en deux étapes
successives :
e D’abord, la nouvelle séquence est ajoutée a 1’arbre par re-calculs successifs de
topologie par la méthode du Neighbor-Joining. Cette étape peut se formaliser comme
suit :

Soit S,y la nouvelle séquence, a ajouter a ’arbre A, selon 1’alignement de ses séquences S :




Supposer un emplacement de S,y dans 1’arbre A.
Itérer :
Aligner rapidement S, avec S, selon son emplacement supposé dans A.
Recalculer la topologie de A autour de I’emplacement de S,qyy, incluant Sqyy.
Jusqu’a que la position de S,y dans A soit stable.

* Une fois qu’on a défini I’emplacement définitif de la nouvelle séquence dans ’arbre,
la seconde étape consiste a 1’aligner avec les séquences de 1’alignement initial. En
s’inspirant des méthodes d’alignement progressif, et en considérant 1’arbre
phylogénétique comme guide de 1’alignement, on recalcule les alignements
d’ensembles a chaque nceud de 1’arbre, depuis le nceud d’insertion de la nouvelle
séquence et jusqu’a la racine.

Ces méthodes peuvent aussi étre considérées comme des méthodes de reconstruction d’arbres
et d’alignements a part entiere. En effet, elles ont été congues pour étre utilisées dans les cas
extrémes ou on ajoute successivement toutes les séquences d’une famille, en partant d’un
alignement initial réduit a une seule séquence.

Implémentation

Ces méthodes ont été implémentées dans un logiciel appelé Mentalign codé en Java.
Mentalign peut visualiser arbres et alignements en mode graphique, calculer entierement des
arbres et des alignements, ou ajouter des séquences a des arbres et des alignements existants.

Discussion et perspectives

Mentalign apporte des méthodes entiérement nouvelles permettant d’ajouter a un alignement
et un arbre, méme de trés grandes tailles, de nouvelles séquences. Donc, par rapport aux deux
méthodes existantes (celles implémentées dans Clustal-w et le projet RDP II), Mentalign
améliore de fagon importante les performances en terme de taille des familles traitables, et
peut s’appliquer a n’importe quelle famille de séquences homologues.

Mentalign a été testé sur de nombreuses familles de séquences, tant nucléiques que
protéiques, dont certaines comportent plus de 10000 membres (comme par exemple la famille
des cytochromes B, issue de la base HOVERGEN). Il semble envisageable d’appliquer ces
algorithmes a des familles plus importantes (50000 ou 100000 séquences). Pour ’instant, les
résultats d’alignements ont été testés en faisant divers calculs de Dot Plot sur des séquences
¢loignées dans ’arbre, afin de détecter d’éventuelles grosses anomalies. D’une maniere
générale, les arbres et les alignements obtenus ont été étudi€s « a la main », et ont tous donné
des résultats satisfaisants (c’est-a-dire ne présentant aucune anomalie importante visible).
Cependant, des méthodes objectives de comparaison avec des alignements multiples et des
arbres phylogénétiques obtenus par d’autres méthodes sont encore a I’étude.

Plusieurs améliorations peuvent étre apportées a Mentalign :

* Pour l'instant, les alignements deux a deux d’ensembles de séquences sont assurés par
I’algorithme de Needleman et Wunsch [4]. Cependant, il est envisageable d’utiliser
d’autres méthodes plus performantes comme par exemple des techniques
d’alignements par blocs.

* I est souhaitable de développer un logiciel plus élaboré, incluant une gestion plus
avancée des familles de séquences homologues. Par exemple, il serait pertinent
d’ajouter a I’interface un éditeur d’alignement et d’arbre permettant de retoucher a la
main certains résultats de Mentalign. L utilisation par I’expert biologiste en serait
alors facilitée.

* Enfin, il est nécessaire de choisir ou de définir une méthode pertinente permettant de
comparer les résultats de Mentalign avec d’autres méthodes d’alignement et de
construction d’arbre.
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Figure 1 — Etape d’insertion d’une nouvelle séquence dans un arbre, selon I’alignement multiple de ses
séquences. La nouvelle séquence S, (en bas) n’est pas alignée avec les séquences S de I’alignement (a droite).
Supposant une position de S,,,, dans ’arbre A de S (a gauche), on aligne rapidement S,,,, et ses séquences
voisines dans A, et on recalcule une partie de la topologie de A autour la position de S,,,. Cette procédure est
itérée jusqu’a que la position de S, se stabilise dans A.



