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Module 1: Initiation a l'alighement de
séquence pour la phylogenie

Géraldine PASCAL



FeedBack: Pourguoil
VOUS INntéressez-vous ou
aves-vous besoin de la
reconstruction
phylogenétique?
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Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:
« d'alignement par paires,
* de score, 2 pauses courtes
» de matrice de substitution, matin et apres-midi

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

Edition des alignements multiples

Déjeuner
12h30 a 13h30
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“""lLa theorie de I'evolution

Les especes se modifient au cours du temps et donnent
naissance a de nouvelles especes.
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Selon Jean-Baptiste Lamarck (1744-1829),

les especes evoluent en adoptant des caracteres
acquis par les individus au cours
de leur vie.

de la sélection du plus apte
(ou selection naturelle) parmi
des individus naturellement
variant.
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) oietnt=  La déduction par homologie, ou le

«dogme central» de la bioinformatique

Si la bioinformatique «marchey, c’est parce que I'évolution des
genes laisse une trace parfaitement visible lorsque l'on
compare leur séquence
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Evolution des génes = mutations, insertions, délétion.

Les genes des organismes modernes sont issus de remaniement
de genes ancestraux

On peut donc deduire la fonction de la plupart des genes par
comparaison avec les genes «homologues» d'autres especes.
(homologue = qui a un ancétre commun)
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) oietnt=  La déduction par homologie, ou le

«dogme central» de la bioinformatique
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Les régions fonctionnelles des genes (sites catalytique, de
fixation, etc.) sont soumises a selection.

Elles sont relativement preservees par I'evolution car des
mutations trop radicales sont désavantageuses.

Les régions non fonctionnelles subissent peu de pressions
de selection et divergent rapidement au fur et a mesure
gue s’accumulent les mutations.
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L'homologie de séquence

En bioinformatique aussi Homologie = parenté = ancétre commun
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L'aile de l'aigle est homologue a l'aile du perroquet (oiseaux) et a la patte de
la tortue (reptile)

L"aile de la chauve souris est homologue a la patte du cheval et au bras de
’homme (chiroptére, ongulé et primate - mammiferes).

;'-h > / | = : Carpals
/ , } /7 | Metacarpals
K // 47 Phalanges
y

Turtle Human Horse Bird Bat Seal =phoque

Structural homology

Humerus

Radius and ulna

0\




L'homologie de séquence

On est homologue ou on ne l'est pas.
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Donc on ne dit pas: "tres-homeologue”, "faible-homelegie", «22%
d-homelegie», etc.

Pour une notion guantitative, on parle de similitude ("tres
similaire", etc.) ou (28% d’identite)
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S E Orthologie et paralogie

Géne ancestral

spéciation Y
@ de I’'msuline

<> duplication

Primates Rongeurs

INS INS1 INS1 INS2 INS2
Homme Rat Souris Rat Souris

A\ - A\ N

(s

Homologie : deux genes sont homologues si ils ont
un ancéfre commun

Orthologie  : deux genes sont orthologues si ils ont
divergé a la suite d’un évenement de spéciation

Paralogie  : deux genes sont paralogues siils ont
diverge a la suite d’un évenement de duplication



Fonction et homologie
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Homologie n‘implique pas méme fonction: par exemple l'aile de l'oiseau et le
bras humain n'ont pas la méme fonction

* Des orthologues rapprochés (p. ex. homme/souris) ont le plus souvent la
méme fonction dans I'organisme.

 Des orthologues distants (p. ex. homme/mouche) ont plus rarement le
méeme role phéenotypique, mais peuvent exercer le méme role dans une voie
donneée.

» Les paralogues acquierent rapidement des fonctions differentes

Orthologues Paralogues

/\
® 2%

poulet homme




La ph_ylogénie,
a quol ca sert ?
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e La phylogénie,
a guol ca sert ?

Histoire évolutive de familles de genes

= Analyse des duplications et des pertes de genes.

= Detection de transferts horizontaux.

Histoire évolutive des organismes
Ecologie

= Phylogéographie.

= Co-évolution hote-parasite.

Epidémiologie.

Assignation taxonomigque ou fonctionnelle.

ldentification de chimeres.
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S geEl La phylogénie,
a guol ca sert ?

= Histoire evolutive de familles de genes
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= Analyse des duplications et des pertes de genes.

= Deétection de transferts horizontaux.
= Histoire évolutive des organismes
= Ecologie
= Phylogéographie.
= Co-évolution hote-parasite.
= Epidemiologie.
= Assignation taxonomique ou fonctionnelle.

= |dentification de chimeres.
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S #5717 = Retracer I'histoire évolutive des espéces

bioi

« Une observation des étres vivants révele I'existence de
nombreux points communs entre systemes vitaux des
organismes (respiration, circulation, excretion, reproduction).
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e Depuis I'Antiquite, I'nomme a tenté de classifier la nature selon
les ressemblances et les differences qu'il observait chez les
animaux et les végétaux qui l'entouraient.
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« Si certaines especes se ressemblent beaucoup et d'autres
moins, une unité du vivant n'a guere été remise en cause; elle a
méme ete renforcée au cours du XXe siecle par la découverte
d'un ADN unique supportant les codes génetiques de tout le
vivant.

« Le phenomene d'évolution permet d'expliquer ces
ressemblances par I'existence de liens genealogiques entre
toutes les formes de vie: les organismes se ressemblent parce
gu'ils partagent des caracteres hérites d'un ancétre commun.
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S “oui 21 Retracer I'histoire évolutive des espéces

bioi
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Des faits observes dans plusieurs disciplines
scientifiques corroborent cette théorie:

Faits anatomiques
Faits biologiques

Faits paleontologiques
Faits génétiques
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% gena = Aujourd’hui
{? bicinfo phylogénie = phylogénie moléculaire
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Alliee a la puissance de calcul et a I'accessibilite
toujours plus grandes des données moléculaires,
la



S 2 La phylogénie,
a guol ca sert ?

= Histoire evolutive de familles de genes :
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= Analyse des duplications et des pertes de genes.

= Detection de transferts horizontaux.
= Histoire evolutive des organismes les portant.
= Ecologie:
= Phylogéographie.
= Co-évolution hote-parasite.
= Epidemiologie.
= Assignation taxonomique ou fonctionnelle.

= |dentification de chimeres.
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= Histoire evolutive de familles de genes :
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:

= Analyse des duplications et des pertes de genes.

= Detection de transferts horizontaux.
= Histoire evolutive des organismes les portant.
= Ecologie:
= Phylogéographie.
= Co-évolution hote-parasite.
= Epidemiologie.
= Assignation taxonomique ou fonctionnelle.

= |dentification de chimeres.
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« A La phylogénie,
Stoul Z .
a quol ca sert ?

bioinfo

= Histoire evolutive de familles de genes :
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= Analyse des duplications et des pertes de genes.

= Deétection de transferts horizontaux.
= Histoire evolutive des organismes les portant.
= Ecologie:
= Phylogéographie.
= Co-évolution hote-parasite.
= Epidemiologie.
= Assignation taxonomique ou fonctionnelle.

= |dentification de chimeres.
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: $Eioa'nfo ldentification taxonomique
2 ) Séquence
4 La demarche: requéte

1. Recherche par similarité
(avec Blast par ex) Liste des
séquences 16S/18S ou candidats
genes de ménage (rpoB, tuf, LT
gyrB, sodA,recA, groEs...) ’ ’

Alignement
multiple

2. Seélection de candidats

3. Alignement multiple

4. Arbre phylogénétique
7—% Arbre
e



ldentification taxonomique
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Les différentes étapes

de la reconstruction phylogéenétique
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=ynel
TTAATGCCTCTTCTCATTTETTCTGCTGTCATCCGCACAGCAGAAGAATTCCTCATTGAL
TATTAT T TCGCAAT TTGC TCACAT GGAT TAAAT TAAAC TAC ATACTATAAGATATAAALCT
TCTGCCTACAGCTGTAAGAAACTCCGCTCAGTACTGAAGCACCAGTCCTATTTCCTCTTT
TCTCCAGCCTGTTATAT TAAGCATACT GAT TAACGAT TTT TAACGTTATCCGLTAAMAT AL
BCATATTTGAAATGCATGCGACCACAGTGAAAAACAAAATCACGCAAAGAGACAACTATA
Lty

=yeqR

METAMACGGCTGUCACCGATAAAT TTCAAAAAAGAGCATATACC TAATAT TCAAC TAAMCA
GTGGCATCTTCAATATAATATAT TAAAGCCCCCATGGAGT TACCCTGAAGGGOCTCAATS
TCCGTAATTCCTACTTATGTAGGAAAT GTTGTACAGAACATTTATTATAATCCTATTCAA
TTATAATAAT CATGC CAT TAT TATAT TTAAACACTAGAGAGTGTCGTTGGTATTTAATGS
GEGAAGGTGAGATGAAAAAGATAGCTGCTATATCATTAATTAGTATTTTTATTATGTCTG

G

=emrk

MAATCAGGGAT TG TACCGATGAT TTATAGT TTCAAGTTGGCACTATAAGTCTTCTTACTA
T TACAGGCGTAAGAAT TGTATTGCAAAAGCCACGGTTTAGTCCTCTGTTGTTTTITTT
TGCACCTCAT T TAAAT TAGGCCTCCAACGTTCCTGGGATAATGTGCAACACATGCACTGT
GTTTGATAT GAAGAAT GAATGCTCTT T TCATTCAAT TCATAAAT TTCATC TATGAGAAAT
GAGAGATAATAGTGGAACAGATTAATTCAAATAAAAAACATTCTAAC AGAAGAAAATACT

b

e A

BATACAATTCT TACGCC TG TAGGAT TAG TAAGAAGACTTATAGTGCCAACTTGAAACTAT
BAATCATCGGTACAATCCCTGATTTTAT TG T TGACAT TTCATTTATGLCGACTATTTATA
TGGETATACTTGTCGAAT TATCTTAAAGGAAGCTCAGATTTTCTTATTTTTAT TGAGAAAL
TGAGATGACGCCTTATGTCTGTAT TACTAC AGGGAGAAGGGAGATGCTTCATTGCAAAGT
GAATAAT CTAT GAAC G AATAAT TAT TGATGACCATCCTCT TG TATCGCAGCAATTCGT
=yfd X

TGGCTETATTTACATTTAATTAATCAGTATTTACAT CGATATAATAAAT GACATCTCTTT
GTGGTATATAAGAATAGTTC TC TG GACAGGAAGCATATTCCTACAAT TG TAAGAC TASA
IWTACTTCT TGCGATAATAACTACAACTGTAAGATAACCCTTTCAAMATGACCGTTGCTCT

Fichier fasta de séquences

CTGATTTCTCAT TTCATGC TCACCCAATATGATGGCGGCGTTT TCTAAMACTG T TAAAGA,
ETG.-5-GGTAAGT#.TGHHHCGTTTHHTTATGGC( ATGGTCACAGCAATTCTGGCATCTT
N Z

Gibbon AAGCTTTACACGGTGCAR TCCTCATAAT y-\ ACTAACCTCTT
Orang AAGCTTCA AACCH TCATGATT ATGGACTCACATCCT
Gorille AAGCTTCA AGTTGTTCTTATAATT v\ ACTTACATCAT
Homme AAGCTTCA AGTCATTCTCATAAT v\ ACTTACATCCT
Chimpanzé AAGCTTCA AATTATCCTCATAAT A ACTTACATCCT
Macadque AAGCTTTT AACCATCCTTATGAT TCA ACTCACCTCTT
Babouin AAGCTTCT TCECAACCATCCTTATGATT y-\ ACTCACCTCTT

Alighement

Macaque
Babouin
Gibbon
Orang-outan
Gorille
Chimpanzée

Homme

Arbre




i % geno = Y- ;

: Bs toul L& Les différentes etapes
g

8 Point de départ :

E = Un ensemble de séguences alignees.

: = Avoir sa séquence et rechercher des séquences dans les banques

de donnees par blast par exemple
Oou

=  Avoir de séquences déduite d’expériences biologiques

= Sequences protéiques ou nucleiques

: Site Site

= Format standard fasta ou phylip conl ! variable

Alighement multiple l l

= Chaque position dans || sibbeon AAGCTTTACAGGTGCAACCGTCCTCATAAT ACGGACTAACCTCTT
orang AAGCTTCA AACCACCCTCATGATTGCCCATGGACTCACATCCT
Gorille  AAGCTTCA AGTTCTTCTTATAATTGCCCACGGACTTACATCAT
Homme AAGCTTCA AGTCATTCTCATAAT ACGGACTTACATCCT
; Chimpanzé AAGCTTCA AATTATCCTCATAAT ACGGACTTACATCCT
Resultat Obtenu : Macadque AAGCTTTT AACCATCCTTATGATCGCTCACGGACTCACCTCTT
Babouin  AAGCTTCT TGCAACCATCCTTATGATTGCCCACGGACTCACCTCTT

= Un arbre décrivant les relations evolutives entre les séquences
l.e. un arbre phylogénétique.



e Midi-Pyrénées
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Plateforme Bioinfo

1 alignement multiple

Edition manuelle ou automatique

Reconstruction d’arbres phylogenétiques

Visualisation

Interpretation
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g eene s Homologues =
3 similaires + variable

Séquences homologues = régions constante
+ régions variables

La phylogénie moléculaire observe la
variabilité de conservation des caracteres du
groupe observe.
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caractere héritable

E
2
§

. d'un membre d'une population ou d'un par lequel il
d'un autre membre d'un groupe ou d'un

« Plus généralement, un caractere peut étre tout attribut utilisé
pour

* Dans le cadre de la phylogénie moléculaire un caractere est une
base nucléique ou le codon.
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La phylogénie moléculaire est fondee
sur l'utilisation de séquences
homologues.




ST Homologues, similaires ?

* Deux ségquences sont dites homologues si et
seulement si elles possedent un ancétre commun.

:
2
§
2

 Seull variable suivant les circonstances :
. (homoplasie, repéetitions).

. (limitation a quelques
positions clés dans les séguences). Des sequences sans
ressemblance apparente peuvent parfaitement étre
homologues (on le retrouve par ex. au niveau 3D)

« Etant donné la dimension de l'espace des
séquences possibles, une ressemblance importante
est généralement interpréetee comme une homologie,
et non pas comme une évolution convergente.
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bioinfo I'un des pieges de la similarite

Ce sont les similarités non homologues
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Résultat d’'une évolution indépendante

Convergence évolutive
Parallelisme (évolution parallele)

Reéversion éevolutive

Brouillent le signal phylogénétigue :peuvent conduire
a I'etablissement de fausses relations de parente



L’homoplasie:
I'un des pieges de la similarite
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ressemblances trompeuses entre les organismes
adaptés a des modes de vie similaires
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I'un des pieges de la similarite

Au niveau moléculaire:
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Homoplasie — difficile a detecter par alignement
de seguences

Ex: cas d’homoplasie — transfert horizontal



S Attention au transfert horizontal
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vt 5 Phylogénie des espéces
m Iransmission de genes entre ylog P

taxons différents. S
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m Phénomenes supposés tres
fréquents chez les proca-

ryotes : Transfert
du gene G

e Implication de différents
mécanismes :

— Transformation.
— Conjugaison.
— Transduction.
o 17.6% des genes d’E. coli
auraient été obtenus par
transfert.

TTmoO o>

moQO Mo >

Phylogénie déduite
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Origin and evolution of the sodium -pumping NADH: ubiquinone oxidoreductase.
Reyes-Prieto A, Barquera B, Juarez O.
PL0S One. 2014 May 8;9(5):€96696. doi: 10.1371/

100
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Pling NADH quinone
= w oxidoreductase
™ chaine C/D
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Attention au transfert horizontal

NADH quinone
oxidoreductase
chaine B
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oul Attention au transfert horizontal
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I'un des pieges de la similarite

Au niveau moléculaire:
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Homoplasie — difficile a detecter par alignement
de seguences

Ex: cas d’homoplasie — transfert horizontal

reconstruire des arbres phylogenétique a
partir de de l'organisme



Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:

« d'alignement par paires,

* de score,

» de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

5. Edition des alignements multiples

%
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Comment choisir un orthologue potentiel ?

Le score, I'e-value de blast

%
2
2
E

La longueur de l'alignement

Le RBH (ou BBH) :Reciprocal Best Hit (Bidirectionnal Best Hit)

© O 0O 0OO0 OO0 Oo O0Oo 00 00 O @ @ © @ © 0@ @ ©© @@ @@ @ O
© O © O > © @ © @
© O © O 9 © @ © O
© O 0 O @ @ @ © 0
© 0 © O @ © @ © 0
© O 60 O @ © @ © 0
© 0 © O @ © @ © O
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% Sy 'nfD; A quel point des séquences homologues
se ressemblent-elles?
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De 100% a quelques nucléotides/acides aminés en commun.

Il n'y a pas vraiment de limite, mais en dessous d'un certain niveau
d’identité (twilight zone = zone nébuleuse), il devient difficile de
distinguer une homologie d'une ressemblance fortuite.

Deux sequences d’ADN prises au hasard ont 25% de nucléotides
communs.

Twdlight zohe

Distance (%)
mnonSHERERSAZREHEHR

f T T 1
il 100 200 =00 400

Pam value
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% geno = _ _ _ :
R s ol = Constitution de son jeu de données

Suggestion:

30 % identité, 60% longueur (Subject et Query)
and e-value < 1.e-3

les especes avec lesquelles le jeu de
donnees sera constitué sont , plus Il faut
étre .
ex: 80% d’identite et 90% de la longuedr.
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1 alignement multiple

Edition manuelle ou automatique

Reconstruction d’arbres phylogenétiques

Visualisation

Interpretation




Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:

« d'alignement par paires,

* de score,

» de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

5. Edition des alignements multiples
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Principe: comparaison de ségquences

E
y
H
5
:

L'alignement des sequences est la principale méthode de
comparaison.

Elle permet d'identifier des régions conservees.
On en déduit I'hnomologie.

D’autres meéthodes existent:

Analyse statistique des «mots» contenus dans la séguence

Recherche de domaines ou motifs communs
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!
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:

Comparer des séquences serait relativement simple si elles
avaient toutes la méme longueur.

Comme ce n'est pas le cas, il faut les aligner, c'est a dire trouver
ou se trouvent les irsertions et delétions, representees par des
« dels» («gaps»)
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Deux séquences (ici 2 genes de globine)

une horizontalement,
I'autre verticalement

un point dans la matrice =

les deux positions sont identiques

ou n bases identigues dans une fenétre
de N bases.

Lorsque des régions se ressemblent
apparition de diagonales

Les «dot plots»
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decalages entre les diagonales =
insertions ou delétions

Plusieurs diagonales paralleles = une
répétition

Les dot plots sur des génomes
complets permettent de visualiser les
évenements a grande échelle, la
synténie, etc.

Les «dot plots»
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Les «dot plots»
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Les «dot plots»
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'diagonale = région similaire
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Plateforme Bioinformatique Midi-Pyrén

Les «dot plots»

match (identité) — N

mismatch — [

Fenétre de taille 2
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Plateforme Bioinformatique Midi-Pyrén

Les «dot plots»

match (identité) — N

mismatch — O

Fenétre de taille 3
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Les «dot plots»

Plateforme Bioinformatique Midi-Pyrén

ACTCGAGCTATO<CAG

match (identité) — N

mismatch — O

Fenétre de taille 4
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Les «dot plots»

Plateforme Bioinformatique Midi-Pyrén
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A
C
T
A
T
€
A
G
A
T
A
T
€




geno
bioinfo

Les «dot plots»

Xenopus-laevis-rhodopsin-mRNA gforme Bioinformatique Midi-Fyrénces

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Xenopus-laevis:rhodopsin:-gene

Taille fenétre = 2
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Les «dot plots»
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Taille fenétre = 3
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Les «dot plots»
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Les «dot plots»

iteforme Bioinformatique Midi-Pyrénées
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Alignement = trouver le meilleur chemin dans ce graphe




| e Les «dot plots»
exemple de visualisation de repétitions

Minisatellite humain MSY1, taille de |la fenétre = 20



Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:

« d'alignement par paires,

» de score,

» de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

5. Edition des alignements multiples
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S22 T Alignement de séquences: le Score

bioinfo
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Le bon alignement est celui qui minimise les opérations a
realiser pour passer d'une ségquence a l'autre.



S 2SI Alignement de séquences: le Score

bioin

Opérations:

!
:
g
:

conservation, remplacement/mutation, delétion, insertion.
Une pénalité peut étre affectée a chaque opération,

par exemple c=0, m=1, d=2, - ~. La distance finale entre les deux
séquences (distance d'édition) est la somme de ces pénalités.

Seq1 CAGTGGT-GC
Seq2 CA-TCGTAGC c=0, m=1, d=2, i=2.
0+0+2+0+1+0+0+2+0+0 = 5

Ou distance ccicmecedcce

variante: ressemblance ccicmccdee = 2+2-1+42-1+2+2-1+2+2 = 11
c=2 m=-1,d=-1 i=-1.

Une délétion a l'intérieur d'une sequence est consideree comme
une insertion dans la sequence lui faisant face.



Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:

« d'alignement par paires,

* de score,

» de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

5. Edition des alignements multiples
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S22 E Matrices de Substitution - Nucléique

bioinfo

Matrice 4X4 (nucléotides) ou 20x20 (acides aminés) décrivant la distance ou la
similitude entre résidus.

Estiment le colt ou le taux de remplacement d‘un résidu par un autre (distance).
Le choix d'une matrice affecte fortement le résultat de I'analyse.
Chaque matrice de score represente implicitement une theorie évolutive donnée
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Matrices DNA Purines
A e G
Alcle|T AlcleT I><I
A 2 -1/-1]-1 Al 3 /-1 1] -1 C & T
C -1 2/-1]-1 C -1 311 Pyrimidines
G -1 -1 2 -1 G 1 -1 3]-1 =) Transition (Y)
T 1/-1 1|2 T 11 -1 3 «—  Transversion (Z)
Matrice identité Matrice transition/transversion




% Zoul Matrices de Substitution - Protéique

bioinfo

400 changements possibles (20x20) pour les acides amineés
mais non équivalents
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1- Matrices fondées sur le code genetigue

Les scores sont déterminés en fonction du nombre commun de
nucléotides presents dans les codons des acides amings, ce qui
revient a considéerer le minimum de changements necessaires en
bases pour convertir un acide aminé en un autre.



S Zoul Matrices de Substitution - Protéique

bioinfo

2- Matrices fondées sur les proprietes physicochimiques
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£
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b
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Les plus courantes sont celles basees sur le caractere hydrophile
ou hydrophobe des protéines.

Matrices peu utilisees.

3- Matrices fondées sur I'évolution

f SMALL G, P SMALE
(eX. Dayh Oﬂ:) NON-POLAR D POLAR
S E
T
N
C Q
K
M R
L\M "
Une repreésentation bidimensionnelle des propriétes
des aa calculee d’apres la matrice de Dayhoff par F
G. Vriend, Centre for Molecular and Biomolecular W
Informatics, University of Nijmegen LARGE Y LARGE
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polar

small charged

c
b
&
i
=
=

o

3
o
5

[
S
=
2
@

£
o

1]
-
L
o

positive

very small
-“*‘_.-

aromatic

aliphatic

hydrophobic

Taylor (1986) The Classification of Amino Acid Conservation, J. Theor. Biol. 119, 205-218
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CODE GENETIQUE

Baseée sur le code géenétique:

une substitution d’'un acide aminé en un autre se produit d’autant plus rarement

LES MATRICES PROTEIQUES LIEES AU

que cela nécessite un plus grand nombre de mutations au niveau de '’ADN.

Matrice genetique (Fitch, 1966)

identité: +3

1 mutation ADN = 2 nt identique: +2
2 mutation ADN = 1 nt identique: +1
3 mutation ADN = 0 nt identique: +0

Premiére lettre (c6té 5')

U

uuu
uucC
UUA
uuG

Cuu
CucC
CUA
CUG

AUU
AUC
AUA
AUG

GUU
GUC
GUA
GUG

Phe
Phe
Leu
Leu

Leu
Leu
Leu
Leu

Ile
Ile
Ile
Met

val
val
val
val

Deuxieme lettre

| C

ucu
ucc
UCA
UCG

CcCu
CCC
CCA
CCG

ACU
ACC
ACA
ACG

GCU
GCC
GCA
GCG

Ser
Ser
Ser
Ser

Pro

Pro|
Pro|
Proj|

Thr
Thr
Thr
Thr

Ala
Ala
Ala
Ala

codon d'initiation

A

UAU
UAC
UAA
UAG

CAU
CAC
CAA
CAG

AAU
AAC
AAA
AAG

GAU
GAC
GAA
GAG

TYyr
Tyr
Stop
Stop

His
His
Gln
Gln

AsSn
Asn
Lys
LysS

Asp
ASp
Glu
Glu

G

UGU
UGC
UGA
UGG

CGU
CGC
CGA
CGG

AGU
AGC
AGA
AGG

GGU
GGC
GGA
GGG

Cys U
Cys LG
Stop A
Trp

(9]

Arg
Arg
Arg
Arg

OrnNnc

Ser
Ser
Arg
Arg

aOrnNnc

Gly
Gly
Gly
Gly

OrnNnc

codon de terminaison

(i)

(,€ 2402) 24442| 2WaIsiou]
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% Eoul [Z] LES MATRICES PROTEIQUES LIEES AU
CODE GENETIQUE
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Nombre de mutations nécessaires pour passer du codon d'un acide
aminé au codon d'un autre acide amine

Mutation GLU LYS
d 'ou
GAA AAA
GAG AAG

|

1 mutation sur la premiere base du codon = +1
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% Eou s Les matrices protéiques liées aux
bioinfo ol . . . .
caractéristiques physico-chimiques au code
geneétique
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Distance basée sur les propriétés des acides aminés :
* composition, polarite, volume moléeculaire (Grantam, 1974)
« matrice d'hydrophobicité de Levitt (1976)

 maitrice de structure secondaire (Levin, 1986)

« polarité, hydrophobicité, structure secondaire (Rao, 1987)



S eene T | : , ,
7o toul L= | es matrices protéigues fondées sur les fréquences
de substitution des acides aminés au cours de
I’évolution
Principe:
Les sequences homologues ont conservées des fonctions similaires

i
g
3
2

Deux acides aminés se ressembleront d’autant plus que la
frequence de substitution observée est grande puisque ces
substitutions n'auront pas modifié la fonction de la protéine.

Il est possible d’estimer la fréquence avec laguelle un acide aminé
est remplace par un autre au cours de l'évolution a partir de
séquences alignees.



§ geno E _ P ) y
7o toul L= | es matrices protéigues fondées sur les fréquences
de substitution des acides aminés au cours de
I’évolution

Principales approches:

E
;
g

Comparaison directe de sequences (alignement global):
matrice PAM (Dayhoff, 1978)

Comparaison de domaines proteigues (régions les plus
conservees au cours de I'évolution): matrice BLOSUM
(Henikoff et Henikoff, 1992)

Alignement de séquences en comparant leurs structures
secondaire et tertiaire



%N E Matrices de Dayhoff ou PAM

Margaret Dayhoff, 1978

PAM = Percentage/Point of Accepted Mutation

E
y
H
5
:

Elle rend compte de deux processus

1. L'apparition de substitutions

2. Leur passage au travers le crible de la selection



%N E Matrices de Dayhoff ou PAM

Margaret Dayhoff, 1978

= Sjdeux seqguences appartiennent au méme processus évolutif, et
gu’'un acide aminé de l'une a été muté pour donner l'autre, alors
on peut supposer que les deux acides aminés sont similaires :

2
g
]
5
5

- les mutations sont dites acceptees (Point Accepted
Mutation)

- elles ont ete conservées au cours de |'évolution de
part leur caractere a ne pas altérer la fonction de la
protéine.



%N E Matrices de Dayhoff ou PAM

Margaret Dayhoff, 1978

§
g
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Les protéines évoluent via des successions de
mutations ponctuelles indépendantes les unes des
autres et acceptees dans la population.



20 E Matrices de Dayhoff ou PAM

Margaret Dayhoff, 1978

2
g
]
5
5

La matrice PAM contient la probabilité d'observer la
mutation 1 — j apres un temps évolutif donné.

Basée sur alignement global de ~1300 protéines
conservees a plus de 85% appartenant a 71 familles de
protéines.

Aujourd’hui actualisées : 16 130 sequences appartenant a
2 621 familles de proteines



Matrices de Dayhoff ou PAM Margaret Dayhoff, 1978

geno
toul
bioinfo

Dans cette matrice de similitude, plus la valeur est négative, plus la probabilité est

faible, plus le remplacement est rare.

S
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geno

5 cev 7 matrices de substitution BLOSUM

BLOSUM (BLOcks of Amino Acid SUbstitution Matrix )

Le but: détecter des relations entre protéines plus éloignées.

Avec les matrices , les valeurs pour des
sont

Avec BLOSUM, ces valeurs sont obtenues en comparant des
blocs facilement « alignables » (alignement multiple local sans
breche/trous/gaps) dans des familles de protéines tres eloignées.

Ces matrices sont reconnues pour mettre en valeur les similitudes
biologiguement importantes (celles qui sont presentes dans les
regions alignées sans gaps).



geno
5 t°s' = matrices de substitution BLOSUM

Avantages par rapport aux matrices PAM :

%
:
g
:

contrairement aux matrices PAM, les matrices BLOSUM
pour differentes distances évolutives sont obtenues
directement avec des séquences plus ou moins
divergentes

I'utilisation de blocs plutot que de sequences completes :
modeélise les contraintes uniquement sur les régions
conservées obtenues a partir d'un plus grand jeu de
donnees (>2000 blocks, > 500 familles)



geno = . . Shals
ST Quelle matrice doit-on utiliser?

£
£
:
§
s

Les matrices BLOSUM = matrices par défaut
car frequences de substitution directement calculées a partir de
I'alignement.

La BLOSUM®62 (ou PAM120) = bon compromis
(ou distances évolutives pas connues)

La BLOSUMSO0 (ou PAM40) = séquences evolutivement proches
Trouve alignements courts fortement similaires.

La BLOSUMS30 (ou PAM350) = sequences €éloignees
Trouve longs alignements locaux de faible conservation.



SEWE Autre matrice de substitution

Matrices d'apres alignement 3D

!
2
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-

Basées sur les structures secondaire ou tertiaire.

Evaluent la propension d'un acide aminé a adopter une certaine
conformation. Fiables car fondees sur le meilleur alignement
possible.

Encore incompletes en raison de la taille des banques de données
3D.



Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:
« d'alignement par paires,

e de score, :
* de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

5. Edition des alignements multiples
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SEUE Le score d’un alignement

Score = X score elémentaire - X pénalité d’insertions/délétions

E
y
H
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:

Score est fonction de la longueur de la séquence: + séquence longue +
score éleve.

Dépendant de la matrice de substitution utilisée.

Dépendant des poids des pénalités

Dépendant des longueurs des insertion ou des deletion



geno _ . . 21 2"
% g?;:'nf@; Traltement des insertions et des délétions

:
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1.Penalité simple pour chague insertion
guelle que soit sa longueur



geno | ! . . Z 1L 4r
% g?;'nfz; Traltement des insertions et des délétions
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2. Penalite fixe pour toute insertion + pénalité pour
étendre l’'insertion

Pénalité moins lourde mais permet de prendre en compte la
longueur de gap

P=x+yL

P: pénalite pour une insertion de longueur L
X: penalité fixe d’'insertion indéependante de la longueur

y: pénalité extension pour I'élément (~10 fois moins que x)



geno

% g?;'nfz; Traltement des insertions et des délétions
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Concordance avec les évenements biologiques
observes

Poids des penalités peut étre établi selon les endroits
ou elles se trouvent afin d'améliorer la sensibilite de la
recherche (feuillets béta, hydrophobicite...)



§ geno r= Alignement de séquence optimal =
{?bicinfo chronophage
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Temps de comparaison de deux séquences de
ongueur equivalente N est proportionnel a N2

_'exploration de chaque position de chague sequence
pour la determination eéventuelle d’'une insertion
augmente d’'un facteur 2N le temps de calcul.

La programmation dynamique est un moyen de limiter
cette augmentation pour conserver un temps de calcul
de l'ordre de N2



Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:

« d'alignement par paires,

* de score,

» de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

5. Edition des alignements multiples
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S 2277 = Méthode de programmation dynamique

bioi

Elle est basée sur le fait que tous les evenements sont
possibles et calculables mais que la plupart sont rejetes
en considérant certains criteres.

!
:
3

Needleman et Wunsch (1970) ont introduit les premiers
ce type d'approche pour un probleme biologique et leur
algorithme reste une réference dans le domaine.



geno
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g % coul = [algorithme de Needleman et Wunsch

g

g

15

: Transformation de la matrice de comparaison initiale en matrice de comparaison

i transformee selon 'algorithme de Needleman et Wunsch
VTEERDAF VTEZEEDAF
.|z -2 -3 -3 3 4 -z 2 L |14 7 & & 4 4 8 2
T |98 3 @ @ -1 &8 1 -3 T [18 12 2 2 & 4 3 -3
S |-1 1 & & & @& 1 -3 S| 8 1@ 9 9 7 4 3 -3
H|l=Z -1 1 1 2z 1 -1 -2 H I ¢ 9 g 9 5 1 -2
E|l-=2z & 4 4 -1 3 @ -5 E|l 2z 4 & & 3 7 2 -5
Ale 1 a @ -2 @8 2z -4 Al z z z @B z 4 -4
L|z -2z -3 -3 -3 4 -2 2 L|z -2z -3 -3 -3 4 2 2
a) Matrice initiale obternue a parir de la mairice b} Matrice transfonmée constmite a parir
de subztitution utilisée pour l'alishernent {icila de la matrice inifiale

ratrice PAREA0 de Dayhoff)



S(i,)) = se(ij) + max S(xy) avec i<x<m et y=j+1 (3)
ou x=itl et j<y<n

%
2
2
E

YV TEUEURKUDAF
1. 1. Z -2 -3 -3 -3 -4 -2 Z
T T|[#® 3 @ 8 -1 8 1 -3
< S |-1 1 8 @ (7) 4 3 -3
H H|l#s = 2 &8 2 5 1 -2
E E Z 4 8 8 3I 7 2 -5
A Al z 3 2 2z 8 2 a4 -2
L L|lz =z 3 -3 -3 -4 2 =z

o) Cm montre ici la matrice transforrmée en cours de constmaction. La sfquence horizontale est indicée eni
etla séquence verticale enj. A gauche, la matrice avant le calcul du score sormne a la posiion i=5 et =3 et a
droite, aprés ce calcul. Le acore somrne est oblenue a parfir de l'expression 5 décrite dans le texte, c'est-a-dire
ici en additionnant 1= score de substitution de B par 2 {0) et le score maxirnum de la zone grisée (7).

Chaque score de la matrice transformée est obtenu par la somme du score actuel et du score maximum déja obtenu



geno
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eieinte | "glgorithme de Needleman et Wunsch
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Etablissement du chemin des scores
maximum dans la matrice transformée.
Le chemin est établi en partant du score
somme le plus élevé, ici 14. Les fleches
indiguent les endroits ou il est necessaire
de faire des insertions/délétions pour un
alignement global optimum.

J

He T A e

Match ou mismatch

NB: Pas de backtracking | ; ]
dans cet exemple v Insertion

VT-EERDAF
LTEHE--AT

Bk délétion

Fésultat de l'alignement



geno = : -
$3§?;1'n Programmation dynamique: un
exemple etapes par etapes

£
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e Regle 1:

A C T G chaque case va contenir un score; le score de
|'alignement sera celui de la case en bas a
droite

_\:} * Regle 2:

le score d'une case se déduit a partir de celui
des cases au-dessus, a gauche ou en diagonale

@ 3 3 Q

e Regle 3:
un pas horizontal/vertical coiite 1 gap
un pas diagonal colite 1 position alignée
(match ou mismatch)
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SEME Programmation dynamique: un
exemple etapes par etapes

Q 33 Q

A C T G

'0 P -4P -8 P-12P—-16

-4
Ys
VP

\/

-16

Etape 1:
on remplit la premiere
ligne et la premiére colonne

Score:
gap: -4



Etape 2:

on remplit toutes les cases en gardant

en mémoire le mouvement qui donne le
A Cc T @G  meilleur score

e

c
E
e
=
=

o

3
Aoy
"
ug
=

(=
2
@

£

S
S
-t
L
a

C -4 gap: -4 mismatch: -4

T -s

T -12 \ uligngmenf AC - score =0-4 = -4
G -16

+ insertion de gap — score = -4-4 = -8

—> insertion de gap - score = -4-4 = -8
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S#EWE Programmation dynamique: un

Q34 Hd QN

exemple etapes par etapes

Etape 2:

on remplit toutes les cases en gardant

en mémoire le mouvement qui donne le
A C T @ meilleur score

~a | |
-4 -4 gap: -4 mismatch: -4
-8

o \

alignement AC - score = 0-4 = -4

insertion de gap - score = -4-4 = -8

— insertion de gap - score = -4-4 = -8



S E Programmation dynamique: un
exemple etapes par etapes

£
£
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A C T G Score:
0 -4 -8 -12 -16 gap: -4 mismatch: -4
C -a -_\:l match: +4
T -s
T -1 a alignement CC - score = -4+4 = 0
G -16

+ insertion de gap - score = -8-4 = -12

—> insertion de gap - score = -4-4 = -8



S E Programmation dynamique: un
exemple etapes par etapes
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A C T G Score:
0 -4 -8 -12 -16 gap: -4 mismatch: -4
C -4 —4\*0 match: +4
T -s
G -16

insertion de gap - score = -8-4 = -12

— insertion de gap - score = -4-4 = -8
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SEME Programmation dynamique: un

Q34 3 Q

exemple etapes par etapes

A C T G
0 -4 -8 -12 -16 e |
gap: -4 mismatch: -4

B _f 0 match: +4

-8 —> \

— 7 alignement AT - score = -4-4 = -8
-16 +

insertion de gap — score = -4-4 = -8

- insertion de gap - score = -8-4 = -12
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SN E Programmation dynamique: un

bioinfo

@ 34 3 Q

exemple etapes par etapes

A C T G
0. -4_-8 -12 -16 =
gap: -4 mismatch: -4
_4\‘_; 0 match: +4
-12 alignement AT - score = -4-4 = -8
-16

insertion de gap - score = -4-4 = -8

S5 insertion de gap — score = -8-4 = -12
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SEME Programmation dynamique: un

Q@ HH QA

exemple etapes par etapes

Score:
-4 -4 0 »-4p»-8 gap: -4
-8 -8 -4 4 0 mismatch: -4
12 -12 -8 0 match: +4

- 0
-16 -16 -12 -4 E meilleur score



S E Programmation dynamique: un
exemple etapes par etapes

Etape 3:
On part du score en bas a droite, et on remonte
le cours des fleches pour trouver |'alignement (« backtracking »)

£
£
:
£
:

A C T G

2 chemins =
oW—=yq -8 -12 -16 Ak

2 alignements optimaux:
-4 -4 9 -4 -8

AC-TG  ACT-G
-CTTG  -CTTG

-8 -8 -4 4 0

score: +4

-12 -12 -8 8) 0

Q 343 Q0

-16 -16 -12 -4 4

Bilan:
- 24 scores calculés
- 3*% = 6561 chemins possibles

Alignement global:
on aligne les 2 séquences

du début a la fin




Alignement global

Scores:

-9 -10 -11 -12 -13 -14

-8

=7

-9 -10 -11

-8

-7
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-10 -7

G

=2

-5

-11 -8

T

ATGC-ATC-CCATGAC
*—T—CTATATCCGT - *— -

ces gaps colitent cher, alors que les 2 séquences

sont de longueurs différentes...



Alignement semi-global

le score de |'alignement correspond au meilleur
score de la derniére colonne ou la derniére ligne

séquence
ont un colt

N

ou
les gaps au
début de
chaque
nul
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alignement
(semi) global
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Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:

« d'alignement par paires,

* de score,

» de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

5. Edition des alignements multiples
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SEnE Alignement local ou global

Des finalités trés différentes: “ k y

L'alignement global e§t concu + Alignement global
pour comparer des sequences
homologues sur toute leur
longueur.

L'alignement local est concu pour
rechercher des régions 4

e ———————
semblables entre A et B. \ \ / /
e ———

+ Alignement local



geno > _
% sfeinte Les programmes d'alignement global
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Methode employee pour aligner des sequences dont on
soupconne I'hnomologie.

L'alignement est optimisé sur toute la longueur des
séquences.

L'algorithme de référence est celui de Needleman &
Wunsh (1970).

Utilise principalement aujourd’hui dans le cadre de
I'alignement multiple



geno pes ]
S ceuiEl ) ag programmes d'alignement local

Alighe seulement les régions dont le score est supérieur a un
seuil donné.

£
£
:
;
s

Utilisé lorsque I'on veut aligner deux séquences de taille tres
differente. (par ex. dans une recherche de sous sequence).

Beaucoup plus rapide que I'alignement global.
Ex: Smith et Warteman, Fasta, Blast

Programmation dynamique avec arrét de la procédure quand le
score devient trop faible.

Sélection du meilleur alignement local.



FouiZ] L'algorithme de Smith et Waterman
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VTEEZERUDATF VTEEUERKDAF
L. Z -2 -3 -3 -3 -4 -z 2 L. z z
T B 3 B 8 -1 B8 1 -3 T B 3 @ 84 g 1
z T
Résultat de I'alignement g4 16 0 8 0 13 g L s o8 @ @ 1
Hl=z 1 1 1 2z 1 -1 -2 H 1 1 2z 1
EERDAF E|l|-=z & 4 4 1 3 &8 &5 E g 4 4 3 @
TSHEAL Ale 1 8 8 -2 8 2 -4 Al e 1 8 @ Bz
L|lz -2z 333 -4 2 z L|: z
&y Matrice initiale obtenne & partir de la mattice b}  Maltice initiale of  sont  Ieprésentés
de substtution uilizée pour l'alisrement deila uniquernent les sooles positifs oun rals, Clest &
matrce PARM250 de Dayhoff) dire foutes les posiions susceptibles dEire un
premmier point de départ pour la trnsforrmation
se(i,j) + S+ ,j+1) de 1a matrice initiale.
5(i,j) = max| se(ij) + max S(xj+1)-P avec i+2<x<m
ge(i,j) + max S(i+l,y) - P et jf2<y=n
0
VTEEZRTDAF VTEETRDATF
L g 7 @ @ @ @ @ z Ll & = @ @ 8 a @ 2z
T|#& 6 9 3 8 8 1 @ T| 6 & (333 @ 8 1 @
Slz2 6 3 9 1 8 1 8 S |12 6 3(9.1 8 1 @
Hle 3 5 2 9 1 8 8 H|l @& 3 5 2 (3)1 o @
NB: Pas de backtracking E| & @ 4 4 @a 7 @& @ E| @& & 4 4 & (738 o0
dans cet exemple Ale 1 8 8 8 8 4 @ Alo 1 8 8 0 o [1) 0
L|z & @ @ a8 & 8 2 Lz e o 2 ¢ 8 o (2)

) mattice fansfonmée constoiite 3 paritr de 1a mattice  d) construstion du chemin qui comespond & l'aligne ment
initiale L'expression 4 décrite dans le texte est ulilisée  local optitnal. Cetalistement] local débute & la position
pour le calenl de chagque scole aomaine awer une ol 3¢ trouve le score mwasdmmn de la malmice
pEralifE fixe de 8. tmnsforrnée, o'est--dime le scome 9.
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Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:

« d'alignement par paires,

* de score,

» de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

5. Edition des alignements multiples
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bioinfo

L alignement multiple



L'alignement multiple dans un

editeur

§
¢
£
p
=
v
g
®
£

]

(-~}

GE)

'f‘-, ‘ BioEdit Sequence Alignment Editor

‘,; File Edit Sequence Algnment View Accessory Application RMA  ‘World Wide Web  Options  Window  Help

[
oolBox', alignBMP 1 5p.faa.txt
H ICourierNew dlﬂ d B 32 total sequences

- 5 Selection:0 Sequence Mask: None Start
et ISEIECt / Slide J Pasition: Numbering Mask: Mone 1uler at:
- = s [ Tran Serall L1 |
g1 DI D % EmﬁE@%.%ill@!i!“{ﬁ“@gﬁ%;‘g @M[E speed slow yf - fast
[ J!r!!l!!r'I!!!rI!!!!‘!!!!I!!!!Ir'!!l!r'!l!!!!l!!!!Il'l'l'r‘!!!!I'!!!Ir'!!l!!!!l!!!!l!!r'Il'l'l'rIl'l'l'l"!!!!I!!!!Ir!!!l!r'!l!!r'Il'l'l'!Il'l'l'l"!!!!I'!!!Ir'!!l!!!!l!!!!l!!r'I!ﬂ
=] 10 zo 30 40 50 &0 70 80 20 100 110 1z0 130 140 150 160

danio MEAT 3EENGLRLCVLECLEVLHIF TRVAGHMASE 3HF GVAST - - - - EVHRNRHFERRNEFHFREEVEZRTD DD GMRLML S LY RTAADAD GREPRCHEIF AN T IRLLOASTTERHFEFET S8 D LY TY TVEYELNDL- LLDELVEA SFMY LRSEM3 SRL——————
oryzias MPATRETRSLLATCALTCFLFLLCATCA- GAATRRNVASHE ST SRRSRRSHOSARHMAHHREFLTDE QRAD QN LOFML S LY R3AABPDERFREOHREF AN TVRLLRFTASSVHYREFT SGD LY TFTVOYRLDTLE- SEEQOLVRASF THLRTS3LTLET 30T ——
takifugu  |[TTTTTTTT oo TT oo oo oooooooooo MDDRELSFERREELERSRARLEDGEAH- -~ - HRELTDEQRADONLRFMLILY O3 A2 BEFDGREPRCOHRRF S NTVRLLEP SASSVRYLEAR - — - -~~~ TVOYHMDTLE-TEQLVRASFVHLRESSAT333LITAT -
tetraodon T T T T T T T T T T T T T T T T TS T T T T T oo o oo oo oo e RELTDEQRADONLOFMMELYREAARPDCRPROHREF G2 NTYRLLER 2ASEVEYLPASPDHOYHF 3VOYHLDTLE- SECLVREASFVHLREAP - APFNE 305
gasterosteus ~ """~ T T T TTTTTTTTT oo oo oo T T oo T o T o T T T T T e CHLOFMLALYREAAEPDEREROHREF S NTVRLLRE S AASVRHLEASEFDHRY SF TV YLD TVE - SECQLIRASF IHLRIAP S3 3 8ARE - ——
dicentrarchufMRATRETHIFLRVCLLASFIYLFCATCTGVASCRERASHRPAT TORSRRAHE ZARHRGAHHRPLTDAQRAD QNLOFMLALYRIAAEPDEGRPROHREF GENTVRLLRE SASSVHY LPALGDHHY 3F TVOYNLDTLE- SEQLIRASFTHLRAS 3P SE833358T
gallus -MALLRPFFTALLLLTVLL SWAA——--S30TPPLPLLOATLRAQAPGAQE-—-—— WRGEAAFEOPLRAYMLELY ORAADHESRPRRGRETL AT NTYRLWOAL SHEG0- - PHASRIY VO- PLTYRLDACSEAEHLLRVTVAYPOSLPLPRERLLC A
Xenopus [T T T T T T T T T T e e e s e LARSPRLPLIRTLLDHSPLEPSMAARHEL--—-—-S8LOHLRFMLDLYRREADCGDERPRT CHOASA A - VRALVRPLEQA SF - - KT CDHWHT O- TFMFNLY CLVEAEQLLRATAMHPFALRLEDTSF SCHM—
ornithorhyneMALLRFLFLALLEWEDAF - ———————— RoAGMNEOILALASELIFLOELLGETE-————-—— KESIF--—-—-TEQFLOYMLD LY Y REANQESGLEWENRTLEAT SVRLVEASAST I - — STRGTWEVO- SLEYPMESVVOEROILVELAAVVYE SWVLRESDTOQF L0
monodelphis |-~~~ BMEADWLLWALLFVLELSSLEGTHNEODAALPAHVALOLELLRALLOEVEPPETE - - OWOPA- - ——RGRELOYMLELYROSADE OHERENRTFRVDAVRLVRP AGHRAL-—FPPRGEWY V- TLDFPLOPNRECY OLVRAAVAYRPHLRL SHEHLECH-
trichosurus |"MEPMDTELIL--WALLFALRLESPTEAHAQDAVARPLOVPTLLPLLEALLOEAPRINEE - - RROLT - —~RGHPLOYMLELYRONADOHRERERERVFRANTVRLVRPACRRAL--PPRGEWYVO- TLDFELREPNRDMDHL VR AL VAYRPRLRLZHEHL 2CH-
microcebus | T T T T T T T e ELLEVAFPGRQO--WEEP2L- -~ - QEPEMOYMLELIQISADALENEWENHT T ATMYRLVE - LANVAE-~FPLTSEWHL - TLDFTLREFROVAY OLVEATWVYRODLHLTSFYF 30 H-
cavia MV IHSNPRTPLEFEPMLY LEARVOMAEVCGOT S INFPAETEVMELVERLLEETEF GREQ--~REPDL- - ——QRPEFLOYMLELY ORSADSDEHPRENRTVEATMVRLVME SANTAR- - HLRGESWHIW- TLNF LLGRMRVAY OLVRATVYYRHOLY LAPFSLECH-
s “MALLTILRILL-WEVVLFMECRVOMARP GWE STALLADDETLE SILDLARKEARCKE MECWE---—-2YPLRYMLELYHRSADPHGHERENRT T GARMYVRLVER SANTVR--PPRGEWMHVO- TLDFPLASNOVAYELTRATVYVY RHOLHLYIYHL 3CH-
rattus —MALLTILRILL-WeMYLFMEHEVOMAERVEWE STTLLAENEFTLE SE2LDLAREAR GRE- - —MEOWE - - —— Q=Y PLRYMLELY QR BADPHEHPRENRTIGARMYRLIER 842 AMR— - LLRGPWHI Q- TLDFPLASNEVAY QLT RATVVYRHOLHL VHYHL 3CH-
echinops CMVILLEILKTILLWRLITFMEHRVOMARY S0P - - - LLAESGPALEFLIOELLEEAR SROO- -~ REPRF - -~~~ LEHALOYMLELY QR SADEWEHEPRENRTI ATMYVELVREFLASVAR-—FL SWHVO-TLDFEFLREFNRVIYELIRATVVYRHOLHL 3HFHF 3CWV—
dasypus ~MLLFGILRVLLYEGLYVIFVEHRVOMARVRE S STALLAETFTLELIRELLEEAR GROO- - REFWL- - -~ LEHFLRYMLELY CREADLHEHERENRT LEATMYRLYRP LTRIAR- - FPFGSEWE IO- TLDFPLRTHRVAY OLVRA TV Y HHOLHLAHFHL S CH-
Sorex -MFIHEZILRILL-WELLFFTEHZACMAET O S TALRTEAPTLELINELLEEVE ZRKOO- - ROPRV- - - - LEHEPLRYMLELYHRZADEPHCHERENRT I CATMVRLVRE SANT AM--PLRGEPWHI O- TLHFELRONRVCY OLVRATVYYRHOLHL 2 RFHL 2CH-
macaca ~MYLRSIILRILFLCELVLFMEHRACMAESROS S TALLAEAFPTLELIEELLEESFDECQE -~ TRFRL- - ——~ LEHILOYMLELYRREAD SHEHERENRT I GATMVRLVEF LTV AR - -~ FRRGTWHI O~ ITLGFELRENR IV OLVRAT VWY RHHLOL SRE L 3CH-
pongo ~MYLLEILRILFLCELVLFMEHRAQTIAEGEOESTALLAEAPTLELIEELLEESEZECQE -~ REFRL- —LGHSLRYMLELYRREADSHEHEFRENRT IGATMVRELVEEF LTV AR- -~ FRRGTWHI - ILGFPLREFNRLY OLVRATVY Y RHHLOLTRRNL SCH-
pan -MELLEILRILFLCELVLFMEHRACMAE SO S TALLAEAPTLELIEELLEESEF GECOP--REFRL- - -~ LEHALRYMLEL YRR EAD S HEHEFRENRTI GATMYRLYEP LTV AR - —PHRETWHI O- ILFEFLRPNRGLY OLVRATVVYRHHLOLTRFNL 3CH-
homo -MYVLLEILRILFLCELYVLFMEHRACOMAE SO S TALLAEAPTLELIEELLEEZP -EQP - - REPRL- - - - LEHELRYMLEL YRR EZAD ZHCHERENRT I CATMVRLVEP LT 3VAR- - PHRGTWHI O- TLEFELREPNRELY OLVREATVYYRHHLOLTRENL 2CH-
oryctolagus RENRTIGATMIRLYRELANVAR--FLRGEWHIRE-TLDFEFLRENRVI Y OLVEATVVYRHOLLLVHLRLSCE—
myotis - -MVLESFRILLLWGLVLF TEHRVOMETVERHETEPLAEAPTLELIOELLERAR GROO- - RRPOV- - — - PGHEPMOYMLELY QREADVHEHEFRENRT TEATMVRLVRE LANVAR- - PLRGPRHTO- TLDFEWRP NOVAY QL VRATVVYRHOLHLAGFHL3CH-
erinaceus MV VST LRFLLFWELVLFMEHCVOMARAGEP SLALLAEAPTLEFLIWELLEEARPVEOO- - REPHYV- - -~ LEHPLEYMLELY QR BADTHEHPRENRTT GATMYRLYRPL LN T AR - - FPLRSPHHMO- TLDFPLRESRVAYOLVEATVVYRHOLHLNHLHL 3CH-
canls ~MYVLLEILRILL-WELALFMEY RVOMAEVCOP SHALMADTE S LELIRELLEEAR CROO- - REROWV- HELRYMLELY OREADARCHEPRENRT I CATMYVRLYRP LANIAR--PLRGEWHIE-TLDFEPLRPNRVAY OLVRATVVYRHOLY LAPFHL 8 CH-
equus “MVLLEILRILL-WeLVLFREHRVOMARVEOF STALPAEVETLELILELLEEARPAROO- - GKPOV- -~~~ LEHEFLRYMLELY QR SADAHSHPRENRT I GATMVRLYVEF LTHVAR-—FLRGPWHI Q- TLDFEPLRSNRVEY OLVRATVVYRHOLHL SHF L 3 CY —
sus -MVLLEITRTLLLWGLYLFMEHRVOMT OVEOR SVALLPEACTLELIRELLEEAR GROO- - REPOV- - -~ LEHFLRYMLELY CREADARGHERENRT IGATMYRLYREP LVNGAR- - PLRGEWHI O- TLDFPLRPNRVAY OLVRA TV Y RHOLHLAPFHLSCH-
hubalus ~MYVLLEILRILLLWGLYLFMEHRVOMTEV=OP STAHLPEAPTLELIOELLEEAR ZELO- - REEPRV- HELRYMLELYHRZADASCHERENRT I GATMYVRLYRPLASVAR-—-PLRGEWHI - TLDFPLRPNRVAY OLVRATVVYRHOLHLTHEHL 3CH-
hos “MVLLSILRILLLWELVLEFMENRVOMT OVEOF S TAHLPEAFTLELIOELLEEAR GROO- -~ REFRI - - ——~LEHEFLRYMLELY ORSADASGHPRENRTIGATMVRLVRF LASVAR -~ FLRGSWHI Q- TLDFPLRFNRVAY OLVRATVVYRHOLHL THIHL 3 CH-
capra “MVLLSILRILLLWELVLFMERRVOMT OVEOP S TAHLPEAPTLELIOELLEEAR GROO- - REPRV- - -~ LEHPLRYMLELY ORSADAZSHPRENRT IGATMVRLYRP LASVAR-—~PLRAGSWHI Q- TLDFPLRPNRVAY OLVRATVVYRHOLHLTHEHLSCH-
ovis ~MVLLEILRILL-WELVLFMEHRVOMT OVEOR S TAHLPEAPTLELICQELLEEAR GROO- - REFPRV-- -~ LEHELRYMLELY CREADASSGHERENRT IGATMYRLYRP LASVAR- - PLRGEWHIO- TLDFPLRPNRVAY OLVRA TV Y RHOLHL THEHL S CH-
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Une représentation d’'un ensemble de séquences, dans lesquelles les résidus équivalents
(d’un point de vue fonctionnel ou structural) sont alignés en colonnes (un site).

»¢ Clustalx (1.83)

File Edit Alignment Trees

CQuality Help

kMultiple Alignment Mode — |

Qu’est-ce qu’un alignement multiple ?

S conserves

- |

1 lnk_rat

2 crkl mouse
3 nck_human
4 htle_hydat
5 pipS human
& fer human

7 fES droms

SOE S H S
RN = = e i

[ily]
[
=

SDFDNAKBLNVE
DFDONOGEEYVE

= =
L I e B R e B R R ]

9 1mil
10 1b17
11 1shd
12 11kka
13 losy
14 1bfi
15 1gri
ruler
- I~

Profil de conservation

\ /
Structure secondaire




L'alignement multiple au format fasta

danio

TSGPNGLRLCVLSCLFVLHIFTRVAGNMASPSHFGVAST----EVHRNRHPKRRNPH
RPPVESRTDDDGMRLMLSLYRIAADADGRPKQHKIFGSNTIRLLOQASTTEKHFPPTSSD
QYTYTVKYELNDL-LLDKLVKASFMYLRSPMSSRL—————=——=—=——————— PYICEASV

!
2
2

TRGTRSLLRTCALTCFLFLLCSTCA-GAATRRNVASHPSTSKRSRRSHQSAKHMGAH
RPLTDEQKADONLQFMLSLYRSAAEPDGRPKQHRKFGSNTVRLLRPTASSVHYRPTSGD
CYTFTVQYKLDTLP-SEQLVRASFIHLRTSSLTLSTSQT-——-----—-— VEPPQCRAQI

SF---GGKSLAVLEPHEQWTETDITAHVSAHILQGRDINEEGHLTLTAQYWCTEPGKPD
————— VDERKRW---------NSEPHLEAPSLLLYLEEERENST--LELKDSFLDALN--
-SPTSSS-------
>takifugu

————————————————————————————— MDDRKLSPSRRSSLRRSRARLPDGGAH-—--
HRPLTDEQKADQNLRFMLNLYQSAAEPDGRPKQHRKFGSNTVRLLKPSASSVRYLPAP- -
————— TVQYHMDTLP-TEQLVRASFVHLRSSSATSSSLNAT - - - - - ——~QGAKPPRCEART
TSL---GQESLVTLEPHEQWMETDITAHVR - - -~QDKNQSPGKFLTLTGQYWCAAEDALV
HSEEDVGLKWWWTRLQERGRRSGEHHLEVPSLLLYLEEQREEQR-——-——=-——=-——-—~

-RPLTDEQKADQNLQOFMMSLYRSAAEPDGRPKQHRKFGSNTVRLLKPSASSVSYLPASPD
HQYHFSVQYHLDTLP-SEQLVRASFVHLRSAP-APFNSSQG—---—~-—~ APPPRCRARV
APL---GRESLVVLEPHQRWTETDITAHVR- - - -QRODQSPGGALTLTAQYRCTAPMAAQ
GGG---GLPRPW---——- AQRRGGQHLEVPSLLLYLEEERDGNVWMGDLLG--——~~-——~

——————————— ONLQFMLSLYRSAAEPDGRPKQHRKFGSNTVRLLRPSAASVRHLPASPD
HRYSFTVQYNLDTVP-SEQLIRASFIHLRSAPSSSSARP-------—-——-— LRPPRCRAQI
---PSLGKASLVTLEPHERWTETDITAHVR----RGRSRGPGGHLTLTAQYWCTAWGGGF

-GRTPPQRTPRTRR




Les outils les plus populaires
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Multiple Sequence Alignment (MSA) is generally the alignment of three or more biological sequences (protein or nucleic acid) of similar length. From the output, homology can be inferred and the
evolutionary relationships between the sequences studied.

By contrast, Pairwise Sequence Alignment tools are used to identify regions of similarity that may indicate functional, structural and/or evolutionary relationships between two biological sequences.

Mew MSA tool that usgs seeded guide trees and HMM profile-profile technigues to generate Accurate MSA tool, especially good with proteins. Suitable for medium alignments.
alignments. Suitable fok medium-large alignments.

Launch MUSCLE

Launch Clustal Omeg

Clustalw? @

Transform a Sequence Similarity Search result into a Multiple Sequence Alignment or
Popular MSA tool thay uses tree-based progressive alignments. Suitable for medium reformat a Multiple Sequence Alignment using the MView program.
alignments.

Launch Mview

Launch Clu

Consistency-based MSA tool that attempts to mitigate the pitfalls of progressive alignment

Create a Multiple Sequence Alignment from a protein BLAST result using the DbClustal _ .
methods. Suitable for small alignments.

prograrm.

Launch DbClustal Launch T-Coffee

WebPRANK

The EBI has a new phylogeny-aware multiple sequence alignment program which makes use

Kalign @

Very fast MSA tool that concentrates on local regions. Suitable for large alignments. of evolutionary information to help place insertions and deletions.

Launch Kalign Try it out at WebPRANK.

Fourier Transforms. Suitable for medium-large alignments.
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Construire un alignement multiple



o ul L Approches traditionnelles

ignement multiple optimal
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ignement multiple progressif

ignement multiple itératif



Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:

« d'alignement par paires,

* de score,

» de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

5. Edition des alignements multiples
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%%ﬁ'ﬁﬁ = A. Alignement multiple optimal

bioinfo

Extension directe des programmes dynamiques des alignements
de sequences par paires a N dimensions (Sankoff, 1975).

§
2
§

Examine I'ensemble des alignements possibles afin de trouver
I'alignement optimal

Exemple: alignement de 3 séquences

current

vV S N _ § .
visit

/ _ S N A _ ‘4

1
#
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bioinfo

Probleme

L'alignement mathéeématique optimisé n'est pas necessairement
I'alignement biologique optimal.

Le temps CPU (temps de calcul sur ordinateur) et la memoire
requise sont prohibitifs pour un usage classique (temps requis est
proportionnel a NX avec k séquences de longueur N).

En pratique, moins de 10 séquences peuvent étre alignees.
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les paires de sequences

[ Tri des séquences }

Alignements des
séquences par ordre

croissant

%
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[ Comparaison de toutes }

Calcul d’'un arbre de
guidage

anIssalboid alborens

Alignements des
groupes les plus proches




Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:

« d'alignement par paires,

* de score,

» de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

5. Edition des alignements multiples
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Sk B. Alignement multiple progressif

Evite le calcul de I'ensemble des alignements possibles

E
y
H
5
:
:

Non garantie d'obtenir I'alignement optimal
Principe :

Les sequences (ou groupe de sequences) sont alignees
progressivement par paires



% Eoul [Z] B. Alignement multiple progressif

Probleme :

i
g
g
2

Quelles sont les deux premieres seqguences a aligner?
Dans quel ordre aligner les sequences ?
On aligne en premier les deux sequences les plus proches

Comment estimer la distance entre deux sequences ?

Aligner toutes les paires de séguences

Calculer la matrice de distance a partir des alignements par paires
Construire un arbre guide a partir de la matrice de distance
Alignement multiple progressif selon I'ordre des branches de I'arbre
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S Alignement multiple progressif

Exemple :

Alignement de 7 globines (Hbb_human, Hbb_horse, Hba human, Hba horse, Myg phyca,
GIb5 petma et Lgb2_lupla)
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Globines béta

Globines alpha Héme




SEnE Alignement multiple progressif

Etape 1: alignement par paire de toutes les séquences

Hbb human 1 VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLST ...

I R RN A R R RN
Hbb horse 2 VQLSGEEKAAVLALWDKVNEEEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSN ...

£
£
:
£
:

Hbb human 1 LTPEEKSAVTALWGKV. .NVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLST ...

R e e e - e I
Hba human 3 LSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHF.DLS. ...

Hba human 3 LSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSEFPTTKTYFPHF.DLSH ...

A e e
Hbb horse 2 LSGEEKAAVLALWDKVNEE. .EVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSN ...

Les alignement peuvent étre obtenus avec:
methodes globales ou locales

Programmation dynamiques ou méthodes heuristiques (non optimales)
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Etape 2: construction de la matrice de distance

!
2
2

Dans Clustalw:

Nb de résidus identiques

Distance entre deux séquences =1 -
Nb de résidus comparés

Ex : Hbb _human vs Hbb horse = 83% identité = distance de 17%

Hbb human 1
Hbb horse 2 |.17 -
Hba human 3 |[.59 .60 -
Hba_horse 4 |.59 .59 .13 -
5
6
{

Myg_phyca A7 A7 15 .
Glb5_petma 81 .82 .13 =
Lgb2 lupla 87 86 86 88 93 .90 -

1 2 3 4 S| 6 7



| EEciie Alignement multiple progressif
g < bioinfo
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B Etape 3: construction de I'arbre guide
2
Arbre guide

Hbb human
Hbb human 1 |- { i
Hbb_horse 2 |.17 - i —— Hbb_horse
Hba human 3 |.59 .60 -
Hba:horse 4159 59 13 - | { Hba_human
Myg phyca 5 |.77 77 75 75 - Hba horse
GIb5 petma 6 |.81 .82 .73 74 80 Mve oh
Lgb2 lupla 7 |.87 86 86 88 93 90 - Y8 Phyed

1 2 3 4 5 6 71 —1 Glb5_petma
Lgb2 lupla

1. Joint les deux séquences les plus proches

2. Calcul a nouveau les distances et
joint les deux séquences les plus proches ou les noue

3. Répétition de I'étape 3 jusqu’a ce que toutes les séquences soient jointes.



SEEnE Alignement multiple progressif

Etape 4: Alignement progressif
selon l'ordre des branches de I'arbre guide
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XXX
\ XOOOOOXXXXX
///' XXX
XXX X \ ) 9,0,9,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,4
OO X
XXX XXX / XXX X
\ W XXX XXX
/' XOOOOKXXXXXXX
XXX
E Hbb human
Hbb horse
ﬁ R
E Hba human
Bl Hba horse
Myg phyca
? GIbS petma

Lgb2 lupla



Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:

« d'alignement par paires,

* de score,

» de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
e Clustalw
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft

5. Edition des alignements multiples
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S ClustalW

bioinfo

ClustalW (de Des Higgins) est le programme d'alignement multiple le plus
employe.
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Version actuelle: CLUSTAL Omega - Clustal Omega is a new multiple sequence
alignment program that uses seeded guide trees and HMM profile-profile
techniques to generate alignments.

ClustalX c’est ClustalW avec interface graphique

I ClustalX (1.81) B =101 x|
File Edit Alignment Trees Colors Quality  Help

Multiple Alignment Mode j Font 5i2t::|1 0 *I

- R X W EIFE I W W NN ©o M ER I I NN

Volpe 5
Cane 5
Tomo
Scimpanz&
Gorilla
Gibbone
Orango
Hacaco
Fipi=trello
Haiale
Cavallo
Follo

ruler

e
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ClustalW utilise les profils.
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Les séquences déja alignées servent de profil pour diriger la
suite de l'alignement.

Les profils sont représentés sous forme de tableau dans
lequel sont données pour chague position la frequence
observée de chague lettre.

Chaque nouvelle séquence est alignée contre le profil
des sequences d¢ja alignées.



geno
% Eoul 2 Algorithme de ClustalW, un algorithme

progressif

Aligner deux a deux toutes les

séguences. _ _ )
Récupérer les distances et créer une Avec la matrice de distance, creer un

matrice n x n arbre guide des séguences

%
2
2
g

Prendre les deux séquences les plus proches
dans l'arbre, les aligner

mammmmmg Créer un profil a partir des séquences alignées

Prendre la ségquence suivante dans l'arbre,
I'aligner contre le profil
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- e Les particularités de ClustalW
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Ponderation des sequences en fonction de leur
sur/sous representation (Sequence weighting).

Lorsque l'alignement contient plusieurs séquences tres proches,
celles-ci vont prendre plus d'importance dans le profil gu'une
séquence isolee éloignée de celles-ci.

Pour éviter que de tels groupes de séquences proches biaisent
I'alignement, I'importance de chaque sequence dans le profil est
ponderée en fonction du nombre de sequences proches, telles que
determinés par un arbre.
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ST Les particularités de ClustalW
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Adaptation des matrices de similitudes au fil de
I'algorithme en fonction de la divergence des
séquences a aligner

Blosum 80 pour aligner des séquences proches

Blosum 50 pour aligner des sequences distantes
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Peénalités de gaps spécifiques a chaque residu.
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Par exemple, les Glycines sont davantage susceptibles d’avoisiner un gap
gue les Valines.

Pénalités de gaps reduites dans les régions hydrophiles

Encourage la formation de gaps dans des boucles plutdt que dans des
regions structurées.

Pénalités de gaps augmentées dans le voisinage d’autres gaps

Evite la formation de petits gaps voisins, au profit de longs gaps.
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Attention
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Attention I'arbre guide genere dans ClustalW n'est
pas un arbre phylogénetique



14ems  Algorithme de ClustalW
' utilisation de 2 méthodes

Les scores d'alignement calculés par
clustalW utilisent 2 methodes pour les
alignements par paires:



e Algorithme de ClustalW
©777 utilisation de 2 méthodes pour
I'alignement par paires
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1 - la programmation dynamique qui a pour avantage
d'étre optimale mais lente.

| a programmation dynamique sera plutot utilisee pour des
jeux de courtes sequences mais deviendra extremement
ente pour des jeux de données supérieures a 100
séequences de 1000 acides aminés chacune.

N.B. : Bien qu’implémentant de la programmation dynamique (algorithme de
Needleman et Wunsch) pour I'alignement par paires, clustalw n’utilise pas la
programmation dynamique pour I'alignement multiple global.



Y trile: Algorithme de ClustalW
iy utilisation de 2 methodes pour
I'alignement par paires

E
2
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2- I'algorithme de Wilbur et Lipman, qui est tres rapide
mais plus approximatif.

Le programme n'utilise que les meilleures diagonales,
c'est a dire celles presentant le plus de fragments
d'appariements exacts.
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L'ordre des séquences dans le fichier d'entree a un
Impact important sur les résultats finaux.



%% E  Conclusion sur ClustalW

!
:
3

Grand succes de ClustalwW

D’autres programmes fondés sur d’autre algorithmes ou
heuristiques donnent souvent de meilleurs résultats dans
les cas difficiles.

Si vos séquences sont difficiles a aligner (

), Il est impératif d 'essayer
d'autres programmes comme DIALIGN, MAFFT ou
MUSCLE (méthode itérative).
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%% E  Conclusion sur ClustalW

N’'oubliez pas que clustalW — et il n’est pas le seul — souffre
d’'un défaut congénital gravissime: certes il effectue un
alignement multiple, mais il le fait a partir de I'alignement
des paires de séquences.

Autrement dit, quand il aligne la j-ieme séquence avec la n-
leme sequence pour calculer leur score d’alignement et
construire I'arbre de guidage, Il ignore « royalement » toute
I'information contenue dans les autres sequences.

Un court motif commun a deux seguences peut ne pas étre
repére, méme s’il est commun a toutes les sequences...



Clustal Omega

CLUSTAL Omega - Clustal
Omega is a new multiple
sequence alignment program that
uses seeded guide trees and
HMM profile-profile techniques to
generate alignments.
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Distance scores

Distance scores

Clustal Omega algorithm, which
Distance scores works by taking an input of amino
acid sequences (or DNA)
completing a pairwise alignment
using the k-tuple method,
seguence clustering using mBed

Distance scores

s method, and k-means method,
[ construction by } guide tree construction using the
HEGM A method MSA UPGMA method, followed by a
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Ou en sommes nous ?

Introduction générale a la phylogénie.
Acquisition du jeu de donneées.

L'alignement en détaillant les notions de:

« d'alignement par paires,

* de score,

» de matrice de substitution,

» de programmation dynamique,
» d'alignement global et local

4. Les algorithmes d’alignements multiple

a) alignement multiple optimal

b) alignement multiple progressif
* ClustalW
* Prank

c) alignement multiple itératif
 Dialign
* Muscle
« Mafft
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Prank

0

Non-homologous exon alignment by an iterative
method (a), and by a phylogeny-aware method (b)
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Source: Wikipédia

L’exon non homologue ne doit pas étre aligné (car non homologue !) or
seules les méthodes fondées sur la phylogenie ne I'alignent pas



Prank

Differences to other alignment methods
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It uses evolutionary information for the placement of gaps
and modelling of the substitution process.

When this information is correct, PRANK makes superior
alignments compared to other progressive methods.

However, when its assumptions are violated, the
program's performance may be significantly affected.

If your phylogenetic tree is wrong, your MSA will be more
false !
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S Prank

The reconstruction of evolutionary homology --
Including the correct placement of insertion and
deletion events -- is only feasible for rather closely-
related sequences.

£
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PRANK is not meant for the alignment of very
diverged protein sequences.

If sequences are very different, the correct homology
cannot be reconstructed with confidence and PRANK
may simply refuse to match them.
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geno | EBI * Groups * Goldman Grougp

[—| Submit alignment task
|—| Sequence input and submission

Sequence data (required):
Faste sequences in Fasta format or choose a file to upload

ud

Web-Prank:
nee

http://ww.ebi.ac.uk/goldman-srv/webprank/

O _Parcouin.
Alignment title {(optional):

You can start the alignment by clicking the button above. The tabs below allove you to change the alignment options and use the

advanced festures of the PRAMK algorithm. More information.

= Basic dal oS

Guide tree (optionaly™
Faste your tree in Mewick format or choose a file o upload

Inference afinsedions and deletions:
Alignment reliability:

Alignment of DA sequences:

& default Ifﬂaligntranalateu:i codons
If-halign translated proteins
If-halign translated mt proteins

T use structure model FastiSlow
Cyse structure model Genomic

Change the default alignment options. More information.

Advanced alignment options
Extra options for structure models (DNA)

Retrieve finished job

W trust insertions (+F)
M compute reliability
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1. Dans une premiere phase,

on calcule un score de similarité entre toutes
les paires de séquences par comparaison des
séquences deux a deux;

on obtient un ensemble de scores d'alignement
qui sont regroupés dans une maitrice dites de
similarités
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2. Cette matrice est utilisée pour trier les
séquences,

genéralement de plus proches ou similaires
aux plus éloignées



% foul (2 C. Principe de la méthode iterative

bioinfo

3. Cette liste est parcourue itérativement pour construire
I'alignement multiple final, (pas d’arbre guide)

!
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c'est-a-dire que les deux plus proches séquences sont
alignées (itération 1).

A partir de cet alignement, on calcule un « profil », qui
est en quelque sorte une séquence consensus,

puis on aligne la troisieme seguence profil (iteration 2).

Un nouveau profil est calculé avec ces trois sequences,
et la quatrieme séguence est alignees.
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sFates DIALIGN

extrait du livre « bioinformatique principes d’utilisation des outils »

DIALIGN est un programme d’alignement
multiple qui repose sur une méthode tres
differente de celle employee par ClustalWw.

Il s’agit ici d’'un algorithme itératif utilisant une
approche locale pour calculer les alignements.



S E DIALIGN

extrait du livre « bioinformatique principes d’utilisation des outils »

Dans le fonctionnement d’'un algorithme itératif, la premiére étape
consiste a comparer toutes les paires de sequences.

:
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Dans le cas de DIALIGN, cette etape consiste a rechercher tous
les fragments pour ne retenir que ceux qui sont compatibles.

Un fragment consiste en une suite (la plus grande possible) de
residus (bases, acides aminées) consecutifs, similaires entre deux
séquences.

Selon cette définition, on constate qu’ un fragment ne peut pas
contenir d’'indels.
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sFates DIALIGN

extrait du livre « bioinformatique principes d’utilisation des outils »

Ensuite, on ne retient gue ceux qui sont compatibles,
c'est-a-dire des fragments qui ne se croisent pas.

Notez que les fragments de DIALIGN s’appellent des

mots dans d’autres programmes comme BLAST ou
FASTA.
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Exemple d'un fragment DIALIGN commun & deux séquences.

Par exemple, les deux sequences IAVLFA et LACVIFG
sont similaires mais de longueurs différentes; ce ne sont
donc pas des fragments au sens de la définition ci-avant.

En revanche, IA/LA, IA/IA et VLFA/VIFG sont des
fragments,

mais |A n'est pas compatible puisqu’a gauche dans un
cas et a droite dans l'autre.
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Apres avoir repére tous les fragments
compatibles, les séquences sont triees en fonction
du nombre total de fragments communs entre
elles.
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La derniere etape de l'algorithme consiste a
aligner iterativement les séquences, c'est-a-dire
de la premiere a la derniere séguence de la liste.

£
g
2
:
£
:




geno =
% toul

A chague itération, des insertions sont ajoutéees de
maniere a ce gue les differents residus soient
correctement alignées.
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g (et progressive)

MUSCLE: multiple sequence alignment by log-expectation

e MUSCLE: méthode itérative
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1.1 k-mer 1.2 1.3 progressive
counting | UPGMA alignment
N —N N ;

\__1/ Lﬁ/ 4 MSA1
unaligned _ m———— -
sequences k-mer distance TREE1

matrix D1 ﬂ 2.1 compute
> %ids from MSAT1

Un arbre guide est construit a partir de la matrice de distance gui a ete calculée
par UPGMA ou NJ (Neighbor Joinning), et une racine est identifiée.

Un alignement progressif est construit en suivant I'ordre des branches de
I'arbre guide, produisant un alignement multiple de 'ensemble des séquences.



3 % %enol MUSCLE. méthOde Itératlve
E ’ ?oul nfo .
= (et progressive)
E i  MSAT1
. = .
. ﬂ 2.1 compute
L %ids from MSA1
e {— ' e
- 2.3 progressive -
MSAZ2 alignment TREE? S o

La deuxieme étape tente d’améeliorer 'arbre guide et
construit un nouvel alignement progressif selon cet arbre.

Cette étape peut étre répétee (methode iterative).



Aoliap (et progressive)

Iﬁgeno MUSCLE: méthode itérative

e Midi-Pyrénées

N 7 No,
—_— . e iz  — — . delete
N, e N -
:[,?" Pdissia i i/ ; VLN
———— 33re-align  yion - ' VYes,
rofiles M 48P | . save
< 3.2 compute P better?
subtree profiles Score beters \1sa3
///
3.1 delete //
' e repeat e
edge from TREE?2 T _E_“__ _—

giving 2 subtrees

Troisieme étape : raffinement
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(et progressive)
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1.1 k-mer 1.2 1.3 progressive
counting UPGMA alignment
N, J‘\\\ ‘ |\)

e Lﬁ/ | 7 | : MSA1
unaligned P '
sequences k-mer distance TREE1

matrix D1 ﬂ 2.1 compute
> %ids from MSA1
— ] 1 Kimura distance
— —— — matrix D2
"~ 2.3 progressive 2 9 UPGMA
MSA2 alignment TREE2

" No,

|
------------------- Ty 4 :
Se— e e . delete

D —— I
[ U T - | e—

S— 3.3 re-align  Mmsa T iT— — Yes,
profiles 34SP I/ —— save

25 3.2 compute pefter? ~
subtree profiles SCore betters — \asas
//
3.1delete -
edge from TREE? e MEPERE

giving 2 subtrees
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Se=wE  MUSCLE: méthode itérative
(et progressive)

MUSCLE uses a much faster, but somewhat more
approximate,

method to compute distances: it counts the number of short
sub-sequences (known as k-mers, k-tuples or words) that two
sequences have in common, without constructing an
alignment.

This Is typically around 3,000 times faster that CLUSTALW's
method, but the trees will generally be less accurate.
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S 2 E MAFFT: méthode itérative aton et al, 2002)
d'alignement multiple

!
2
2

MAFFT = programmes de nouvelle generation

MAFFT a eéete ecrit dans le but explicite d'accelérer
considérablement le processus d’alignement multiple,

permettant ainsi d'aligner un grand nombre de
séquences sans pour autant sacrifier a la qualite de
I'alignement.
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S “oui 21 MAFFT: méthode itérative (<aton etal, 2002)
d'alignement multiple

3 grandes étapes :

1¢¢ ETAPE

chaque acide aminé est décrit par sa polarité et son volume, les sequences sont
reecrites dans ce systeme.

suite de lettres (chagque seéquence) — une suite de valeurs numeriques.
Les nucléotides sont recodées en utilisant les fréquences locales des quatre bases.

Puis les segments de similarité entre chaque paire de séguences sont repéres au
moyen d’un algorithme de calcul appelé transformée de Fourier rapide, ou Fast
Fourier Transform (FFT) en anglais.

Les paires de séguences sont ensuite alignées sur la base de ces segments de
similarité (cf. DIALIGN). Sauf pour des séquences tres divergentes, ce procéde
permet d’aligner toutes les paires de sequences environ 10 fois plus vite que
Clustalw;
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NI MAFFET: Alignement multiple

2¢me ETAPE

Un arbre de guidage (cf. ClustalW et MUSCLE) est
ensuite calculé a partir des alignements précedents.

E
2
§

Ici, le calcul des distances entre les séquences est
simplifie et accéléere en recodant les séquences
protéiques dans un alphabet réduit a 6 lettres: par
exemple, les acides amines hydrophobes |, L, M et V
forment un seul groupe, de méme que D, E,N et Q, etc.

La distance entre 2 sequences est estimee a partir du
nombre de mots de 6 lettres (k-mers) que ces seguences
partagent dans ce nouvel alphabet (cf. MUSCLE);



SEWE MAFFT: Alignement multiple
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3¢me ETAPE

Les séquences sont ensuite alignées progressivement
en suivant I'ordre indiqué par l'arbre de guidage.
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NI MAFFET: Alignement multiple

bioinfo

Plusieurs programmes sont proposées sur la page de
garde du site Web de MAFFT.

Ce que nous venons de décrire correspond a l'option
FFT-NS-1.

Ce nom un peu barbare signifie Fast Fourier Transform-
New Scoring matrix-1 step.

:
2
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SN E MAFFT: Alignement multiple

Contrairement a ClustalW mais comme MUSCLE,
MAFFT peut occasionnellement procéder a un
deuxieme passage.

Dans ce dernier, I'alignement realisé precédemment
sert a recalculer la distance entre chaque paire de
séquences, un nouvel arbre de guidage et un
nouvelle alignement multiple.

Cette option s'appelle FFT-NS-2.




SN E MAFFT: Alignement multiple

De maniere similaire a MUSCLE, MAFFT peut procéder
a un raffinement de I'alignement.

!
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Dans ce cas, |I'arbre de guidage est scindé en deux, puis
les deux moitiés sont réalignees.

On recommence ainsi tant que le score d'alignement
s'ameliore.

On procede alors a un nombre | d’itérations | étant
Inconnu a priori.

Cette option porte le nom de FFT-NS-I.

On peut, sur la page de garde de MAFFT, limiter a deux
le nombre d’itérations (« two cycles only »).
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S22 T MAFFT: Alignement multiple

Il faut par ailleurs noter que le site de MAFFT propose des programmes
fondés non pas sur la transformées de Fourier rapide, mais sur I'algorithme
de programmation dynamique.

Ainsi le programme nommé G-INS-i aligne les paires de séquences suivant
I'algorithme global de Needlman-Wunsch, comme ClustalW, calcule un
arbre de guidage, aligne toutes les séguences suivant cet arbre et procede
enfin a un raffinement de I'alignement comme décrit ci-avant.

Les programmes L-INS-i et E-INS-I procedent de la méme facon, mais avec
I'algorithme d’alignement local de Smith-Waterman.

Bien entendu, ces programmes, nettement plus lents, ne conviennent pas
pour un grand nombre de séguences.

Enfin, le programme Q-INS-i est spécifiqguement dedie a I'alignement de
sequences d’ARN.
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Nombreuses options de MAFFT
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Mode basique, rapide —
a) FFTNS1 (fftns --retree 1)
b) FFTNSZ2 (fftns) (same as mafft --retree 2)

2. Mode intermédiaire —

a) FFTNSI (fftnsi) default two cycles, or e.qg. fftnsi --maxiterate 1000
b) NWNSI (nwnsi) same as FFTNSI, but no FFT, Needleman-
Wunsch only.

3. Mode avancé —
a) EINSI (einsi) Smith-Waterman (plusieurs regions similaires méme ordre)
b) LINSI (linsi) Smith-Waterman stricte (1 region similaires)
c) GINSI (linsi) global Needleman-Wunsch
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Types of multiple sequence
alignment and corresponding
algorithms.
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Types of MSA alignment MSA algorithms

Pairwise alignment Needleman-Wunsch, k-mer, k-tuple, and Smith-Waterman algorithms.

Progressive alignment Clustal Omega, ClustalW, MAFFT, Kalign, Probalign, MUSCLE, Dialign, ProbCons, and MSAProbs.
Iterative progressive alignment PREP, MUSCLE, DIALIGN, SAGA, and T-COFFEE.

Homology search tools BLAST, PSI-BLAST, and FASTA.

Structure incorporating alignment 3D-COFFEE, EXPRESSO, and MICAlign.

Motif alignment PHI-Blast, GLAM?2.

Short-read alignment Bowtie, Maq, and SOAP.

http://www.hindawi.com/journals/isrn/2013/615630/
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Ou trouver les aligneurs?

* ClustalO, (http://www.clustal.org/omega/)

 ClustalWw2, v2.1 (http://www.clustal.orq)

 DIALIGN 2.2.1 (http://dialign.gobics.de/)

« FSA 1.15.5 (http://sourceforge.net/projects/fsa/)

« Kalign 2.04 (http://msa.sbc.su.se/cqgi-bin/msa.cqi)

« MAFFT 6.857 (http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/source.html)
« MSAProbs 0.9.4 (http://sourceforge.net/projects/msaprobs/files/)

« MUSCLE version 3.8.31 posted 1 May 2010
(http://www.drive5.com/muscle/downloads.htm)

« PRANK v.100802, 2 August 2010 (http://www.ebi.ac.uk/goldman-srv/prank/src/prank/)
» Probalign v1.4 (http://cs.njit.edu/usman/probalign/)
« PROBCONS version 1.12 (http://probcons.stanford.edu/download.html)

» T-Coffee Version 8.99
(http://www.tcoffee.org/Projects home page/t coffee home page.htmli#DOWNLOAD)

§
;
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1 alignement multiple

Edition manuelle ou automatique

Reconstruction d’arbres phylogenétiques

Visualisation

Interpretation




SEumEl Edition de I'alignement multiple

« Nothing In Biology makes sense except in the
light of evolution »

Theodosius Dobzhansky (1900-1975)

i
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« Nothing in Evolution makes sense except in the
light of a good phylogenetic tree » Vincent Laudet.
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La qualité de I'alignement est essentielle
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Chaque colonne de l'alignement (site) = résidus
homologues (nucleotides, aminoacides)

« Parties non « filables » de I'alignement = supprimees
de I'analyse phylogenétique

» La plupart des methodes de reconstruction d’arbres ne
tiennent compte que des substitutions, les breches ou
gaps (évenements d’'insertion/déletion) ne sont pas
utilisées
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ZoneS rop il “MVLLSILRILL-WGLALFMEYRVOMARVGOQPSNALMADTPESLPLIRELLEEAPGRQC
“MVLLSILRILL-WGLVLFREHRVOMARVGOPSIALPAEVPTLPLILELLEEAPARQ -
dlvergentes (eta’pe ~-MVLLSITRTLLLWGLVLFMEHRVOMTQV SVALLPEACTLPLIRELLEEAPGRQQO- -
1FF1 A1 ~ 1 ~MVLLSILRILLLWGLVLFMEHRVOMTPVGQPSIAHLPE LEPLIQELLEEAPGRKLQ--
dIﬁICIIe a- Ia maln) "MVLLSILRILLLWGLVLFMEHRVQOM VGOPSIAHLPEAPTLPLIQELLEEAPGRQQ -
"MVLLSILRILLLWGLVLFMEHRVOMTQVGOPSIAHLPEAPTLFLIQELLEEAPGRQC
“MVLLSILRILL-WGLVLFMEHRVOMTQVGOPSIAHLPEAPTLPLIQELLEEAPGRKQQ-~
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= 10 20 30 aQ 50 &0 70 B0
Tanio KOHEIFGENIRLLOSTTERHET 8 TVEYELNDLLDELVEASFMYLRSPMERLEY ICEL SVRITMGERERNTETDVTDHVSE SKDG EF
Y & = Fryzias KOHREFGENVALLATA S8 VHE TSTUOYKLDTL EEQL VAL SF THLATS 8TL SPPOCRAQILAVLEPHEQWTETD ITAHVD I HEE ST
1 Verlflcatlon de takifugu KOHREFGENVALLESA S8 URDAPT VoY HMDT LTEQL VA SF VHLRS S 9T 8 SPPRCEART LYVTLEPHEQWMETD T T A HVNOSPGETL
b tetraodon  |[ROHREFGENVRLLKSASSVEDASSVOVHLDTL SEQLVRASFVHLRSAPAPFEPPRCRARYLVYLEPHORWTETD I TAHVDQEPGETL
y . Jasterosteus|KQERKFGSNVRLLRSAASVRPASTVOYNLDTVSEQLIRASFITHLRSAPES SPPRCRAQILVTLEPHERWTETD ITAHVSRGEGETT
I aII nement et JicentrarchnBOHREFCENVRATLREAS SVHDALTYOVNLDTL #EQLTRASF THLR S8 80 8 80P RCRAQILVTLEPHERWTETD T T A HVNOC G ETT
Jallus RRGRALETHVRLVOASHEEOEMAPLTYRLDAOAEHLLRVT VAY POSLPERGLLEALKAE SPTAD SRHGWAEAD TTEY LIS 8 8GGTL
. xenopus RTCHOACLAYVRLVALEQASFRTCTFME NLY G LAEQLLRATAMHEF ALREDTL LENALL 8 TRHHACREMWAETDL T 8 QLAVIECETT
ornitherhync[ENRTLGATVRLVES4STCISTRELEYPMAVVRQILVRAAVVYE SVLRSDT SRIRKNED S8QLYRPTAWCETDF TAYTLORAHG S
COI | Iparalson de monodelphis [RENRTFRUDVRLVRAGHRALEPRTLDFPLOPNGYQLVRAAVAYRPELREHSPWAHKSSLSPCFALPEAWAEMD ITHY IFWEQERTT
trichosurus [REERVFRANVALURACRRALDERTLDFOLRPNMDHLVRALVAYRERLREHEDWAHKATT SPEFALDEAWAEMD L THY TVOPOR VL
s, microcebus [WENHTIGATWRELVELANVAEPLTTLDF TLEPEAYOLVREATYVYRODLHT SFRCAEESPTERE STMEKAWRERDT TOEVFWHHT GV
methOdeS avia RENRETVGATYRLVMEANT ARHLETLNFLLGEMAY OLVRATVVYRHOLY APFPWVERIPN 80P SLMSETHTEMD I TOHTI LWHNLEC VL
s RENRTIGARVRELVEEANTUVRPPRTLDFELASNAYEL T RATVVYRHOL HVHY THVEKCRT SRE SEMEEANTET DI THC TLWHERC VL
rattus RENRTIGARVRLIKSASAMELLETLDFELASNAY QLT RATVVYRHOLHVHY EWVEKCRT ARE 8 8 VS EAWREMIT THC TLWHNEEG VT
(M U SC L E t echinops RENRTIGATVRLVRLASVARPLETLDFELRENTYELIRATVVYRHOLHSHF EWIOKRLT 8DE SLLNEAWTEMD I TRHVLWNHECIL
e dasypus RENRTLGATVRLVRLTRIAREF GTLDFELRTHAY OLVRATVVYHHOL HAHF EWVEKR ST SEE SLLEEVIHTEMD I TOHVLWNHRRVL
orex RENRTIGATVRLVRSANTAMELETLIFELRONEY OLVRATVVYRHOLHSRFEWVOKROT SKE ML SESWAEMDI TOHILWNHEGIL
hacaca RENRTIGATVRLVELTNVARERRILGFELREHIYOLVEATVVY RHHLOSRFFVOR P TER S S LM NAWKEMD T TOHVEW TR ST L
Clustalo par eX ) pongo RENRTIGATVRLVKLTHVARPRRILGFELRENLY OLVRATVVYRHHLOTRREWVOKNET SKE SLMSNAWKEMD I TOLVEWNNECIL
. pan RENRTIGATVRLVELTNVAREHRI LEFE LRE NI Y QLVEATVVY RHHLOTRF FWVOKNE TSKE SLME NAWKEMD TTOF VEWHNNE ST L
homo RENRTIGATVRLVELT SVAREHRI LEFE LEE NI Y QLVEATVVY RHHLOTRF EWVOKNE TSKE SLME NAWKEMD TTOLVFWHNNE ST L
oryctolagus [RENRTIGATIRLVRLANVARPLRTLDFPLRPNTYQLVKATYVYRHQLLVHLPWVQKNPTARE SPMERAWMELDVTQHI LWHHRG VL
. ayotis RENRTICATVRLVALANVALDLETLDF PWED HAYQLVALTY VY RHOLHA=FPHVOK 2P T SKE 81T S ETWTEMD T TOHVLWHHERT L
2 Su reSSIOn deS erinaseus  [RENRTIGATVRLVRLLNIARPLRTLDFPLESEAYOLVRATYYYRHOLHNHLEWVOR 20T SKE SML ETWTEMD T TOHT LWHHE ST L
. - anis RENRTICATVRLVALANTARDLETLDFELEPHAYQLVRL T VY RHOLY APFPWIQ0SLTENE SLMEKAWTEMD T TOHVIWHHE S VL
i - Equus RENRTICATVRLVELTNVARDLETLDFPLESHKY QL VRAT YUY RHAOLHE HF P VOK 2D T 2EE 81T 8 KAWTEMD T TOHT TWHHE 2 VL
e RENRTICATVRLVALYVNEARDLETLDF P LEDHAYQLVRAT YUY RHALHAPFPWT QK 2T T LEE 811 B miWTEMD VTOHVLWHE 2 VL
Sltes Ou II y a au bubalus RENRTICATVRLVALASVARDLETLDFPLEDHAYQLVRAT YUY RHOLHTH S VOK 2D T TEE 81 S P KAWTEMD TME HVLWIHE 2 VL
hos RENRTICATVRLVALASVARDLETLDF P LEDHAY QL VRLT YUY RHOLHTH P VOK 2D T 2EE 8L L P KAWTEMD TME HVLWIHE 2 VL
. L apra RENRTIGATVRELVRLASVARDLRETLDFELRENAY OLVRATVVYRHOL HTHEPWGOK SETERE 81 L PETHTEMD TMEHVILWIHE S VT
I ' lOI nS u n gap ova s RENRTIGATVRELVRLASVARDPLRETLDFELRENAY OLVRATVVYRHOL HTHEPWVOR 8P T 8KE 8L LPETHTEMD TMEHVILWIHES VT

3. Suppression des
zones trop
divergentes (étape
difficile a la main)
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GBLOCKS
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http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks.html

Le programme elimine les regions avec gaps et les regions trop
divergentes

Car positions peuvent étre non-nomologues ou saturées par de multiple
substituions

Conservation de blocs comme on peut le faire a la main mais ici fait de
maniere reproductible
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= Edition automatique

http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html

Gblocks Server

Selection of conserved blocks from multiple alignments for their use in phylogenetic analysis

About the Ghlocks Server
YWersion 0.91b, January 2002
Copytight © Jose Castresana

Ghlocks eliminates pootly aligned positions and divergent regions of a DNA or protein alignment so that it becomes
more suitable for phylogenetic analysis. This server implements the most important features of the Ghlocks program
to make its use as simple as possible without loosing the functionality that it is necessary in most of the cases.
Other options can be changed in the stand-alone program. You can see here an example output file showing the blocks
selected fram a pratein alignment. Further information can be found in the online documentation. Please see the Ghlocks
page for citations.

Ghlocks Server

Paste an alignment in NBRF/PIR or FASTA format:

Or upload an alignment file:

Parcourir.. |

Type of sequence:
OMA € || Protein © || Cadons ©

Options for a less stringent selection:

[ Allow smaller final blocks

[ Allow gap positions within the final blocks
[ Allow less strict flanking positions

Options for a more stringent selection:
"' Do not allow many contiguous nonconserved positions

Get Blocks | Clear I
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E Gblocks -t=p -bl= -b2= -b5=n -bé=y -s=y -p=y

2

(]

E Stringent:

‘®

= Gblocks -t=p -bl= -b2= -b5=n -bé6=y -s=y -p=y —-a=y
Relaxé:
Gblocks -t=p -bl= -b2= -b5=n -bé=y -s=y -p=y

Parameétres

variables selon le nombre de séquences

-b1: nombre minimum de séquences pour une position conservée
Par défaut: 50% du nombre de séquences +1
Valeurs autorisées: > a 50% du nombre de séquences ou < au nombre total de séquences

-b2: nombre minimum de séquences pour une position « flanquante »
Par défaut: 85% du nombre de séquences
Valeurs autorisées: = ou > a bl

-b3: nombre maximum de positions contiglies non conservees
b
b
b
-S: sélection des blocs (yes par défaut)

B

longueur minimum d’un bloc

Sl

autorisation des gaps (n=none)

o

utilisation d’'une matrice de similarité (yes par défaut)

-p: résultats et fichiers de parametres (yes par défaut)
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simulated alignment
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the same sequences
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Guidance: un aligneur éditeur

Nucleic Acids Res. 2010 Jul;38(Web Server issue):W23-
8. doi: 10.1093/nar/gkg443. Epub 2010 May 23.

GUIDANCE: a web server for assessing alignment
confidence scores.

Penn O, Privman E, Ashkenazy H, Landan G, Graur D, Pupko T.

i
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2
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Guidance: un aligneur éditeur

http://quidance.tau.ac.il/

i
2
§_
2

Guidance prend en entrée des sequences non alignees
et le serveur les alignent (ClustalW, MAFFT, MUSCLE,
PAGAN et PRANK).

Il multiplie la production d’alignements multiples et score
ensuite la « récurence » des sites alignes.


http://guidance.tau.ac.il/
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: E Input MSA

Neighbor joining
bootstrap tree

RFILHCSQELENLFSPYCLVKSLQITFQLCLLVFVGVS~~GT~-REVLRIV~-~-~N--QLQYLGLTIFELLMFT
VHLVSLONDLNGIFGKSLLLSLLTTAAVICTVAVYTLI--QGP-~TLEGFT~-~-~-Y-~-VI-FIGTSVMQVYLVC
QLLNGLCRKYNDIFKVAFLVSNFVGAGSLCFYLFMLSE--TS---DVLIIA---Q--YILPTLVLVGFTFEIC
ARALDLSEEVNNIFSFLILWNFIAASLVICFAGFQIT-~--ASN--VEDIGV-~--Y-~FI-FFSASLVQVFVVC
QRIRSLTLTCQRIVSPYILSQIILSALIICFSGYRLQH-~VGI~RD~~~~NPGQFISMLQFVSVMILQIYLPC

TKVRRLTRECEVLVSPYVLSQVVFSAFIICFSAYRLVH-~
NLIIDYAAAIRPAVTRTIFVQFLLIGICLGLSMINLLF~-~-FAD---IWTGL~-~-~A--TVAYINGLMVQTFPFC
ALCLNLGHFLNEYFRPLIC-QFVAASLHLCVLCYQL--~--SAN-ILQPALL---F--YAAFTAAVVGQVSIYC
QRVWALVALLNRCYGLSMLMQVGNDFLAITSNCYWMFLNF-RQSAASPFDILQIVASGV-WSAPHLGNVLVLS

MGF-KQ-~--RPGLFVTTVQFVAVMIVQIFLPC

reconstruction l

|
l l l

l

{ Tree 1

) [ ez ]| ) [ treeoo ||

Tree 100 |

|

] 1 ]

|

][MSA2][ ][MSAQQ][

MSA 100 ]

%

Progressive [ MSA 1
alignment

(Clustalwv, MAFFT K

or PRANK)

GUIDANCE
Scores

e

e J¥ CLVKS LOI TFQLCLLVFVGVS -~GT-~REVLRIV-~-N--QLQYLGLTIFELLMFT
S S LLLSLUTTAAVICTVAVYTLI -~QGP -~ TLEGF - --¥--VI-FIGTSVMQVYLVC
S A UAF LVSNEVGAGSLCFYLFMLSE--TS---DVLIIA---Q--YILPTLVLVGFTFEIC
!!!!:EQEE Sy S LI LWNEIAASLVICFAGFQIT---ASN--VEDIGW---¥--FI-FFSASLVQVEVVC
QRIRSLTLTCQRIVSPYILSQIILSALIICFSGYRLQH--VGI-RD----NPGQFISMLOQFVSVMILQIYLRC
TKVRRLTRECEVLVSPYVLSQVVFSAFIICFSAYRLVE--MGF-KQ----RPGLFVITVQFVAVMIVQIFLEC
'!aﬂ'a!n!ﬂ‘:“’aqiI!VQPLLIGICLGLSMINLLF——FAD———IHTGL———A——TVAYINGLMVQTFPFC
A AE RSN aNI e - orvaasLrLCcVLCYQL-~—-SAN-FLoPALL-——F--YAAFTAAVVGQVSTYC
ORVHALVALL e SLSMUMOVGNDFLAITSNCYWMFLNF - ROSAASBABEHOIVASGV-WSAPHLGNVLVLS

[ EAEEEEFEERN
Confident <;::i>

A schematic flowchart of the GUIDANCE algorithm. A base MSA is produced by any
progressive alignment method. Bootstrap neighbor joining (NJ) trees are
reconstructed and given as guide trees to the progressive alignment program,
producing a set of MSAs. GUIDANCE scores are then calculated by comparing each
MSA to the base MSA, and are color coded on each residue in the alignment.



(a) Extracellular Transmembrane Cytoplasmic

domain domain domain An example of the

A A A

GUIDANCE output. (a)
Residue confidence scores
are projected onto the
MAFFT alignment of Vpu
protein sequences from
human and simian
immunodeficiency viruses
(HIV and SIV). Confidently
aligned residues are
colored in shades of
magenta and pink, while
uncertain residues are
colored in shades of blue.

HIVI group M

SIV chimp

HIVI group N — &
HIV1 group O .
SIV gonlla —= &=

SIV cerco { i

(b) Extracellular  Transmembrane Cytoplasmic Column scores are plotted
doem domedn oosn below the alignment. (b)
Y " B Dramatically improved
HIVI group M e alignment confidence after
il SHEHEE filtering low-scoring

SIV chimp sequences and re-running
GUIDANCE. Note the
color-coding next to the
seguence names before

and after re-alignment.

HIV1 group O

GLUIDANCE scom

-~ -

hes

4 . s
’"I
-

Colurnn

The alignment confidence scale:

B« s o 2N

Confident Cene> Uncertain

UInsufficient Data

.
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Reconstruction d’arbres phylogenétiques

Visualisation

Interpretation
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Reconstruction d'arbres phylogenetiques

4 familles principales de méthodes :

E
y
H
5
:

. Parcimonie
e Meéethodes de distance
e Meéthodes du maximum de vraisemblance

« Meéthodes bayésiennes

Consensus d’arbre
Bootstrap

Enracinement
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g %gsg{'n;; Programme formation:Methods for
: phylogenetic trees construction
% 09:00 am to 10:30 am 14:00 pm to 15:45 pm
& Introduction Phylogenetic inference methods (part 2)
- Basic concepts - Maximum likehood methods
- Genetic distances and nucleotide - Introduction to Bayesian methods

substitution models

16:00 pm to 17:00 pm
10:45 am to 12:45 pm

Phylogenetic inference methods (part 1) Conclusion
- Distance methods - Testing tree topologies (bootstrap)
- Parcimony methods - How to choose a method ?
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bioinfo probables de BCRCA2
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1. Sur le site http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi/ essayer de trouver
des séquences similaires a la séquence BCRCA?2 dans différentes
especes plus ou moins proches de 'homme.

Noter si vous utiliser la séquence nucléigue ou protéigue de
BRCA2

Quelles sont vos conclusions ?

Dans quels organismes trouvez-vous des homologues possibles ?

2. Relancer la question précéedente avec un blast different
Quelles sont les differences entre ces deux outils?


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

toul

bioinfo probables de BCRCA2

3. Observez certains alignements
Pourquoi n'a-t-on pas tous les alignements sur toute la longueur de la
séquence de depart ?
a quoi correspondent les + dans les alignements ?
guels resultats vous paraissent significatifs ?
Sur quoi vous basez-vous?
Un alignement avec une E-value de l'ordre de e-50, vous parait-il un "bon"
alignement ?

s geno Exercice 1 : Recherche d’homologues
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4. Relancer la question précédente avec le blast de votre choix en seélectionnant
les seéquences de poissons cartilagineux (taper "cartilaginous fishes
(taxid:7777)" dans Organism)

Qu’observez-vous ?
Ces résultats vous paraissent-ils significatifs ?

5. Testons le RBH, relancer le blastp avec XP_007889510.1 de Callorhinchus
milii contre les sequences « human »
Est-ce que XP_007889510.1 est le RBH de veotre sequence BCAR2 ?
Veérifier si les ref sont identiques tel que le /db_xref="CCDS:CCDS9344.1 ou
I'accession number NP_000050.2 etc...



0
-

c
b ol
c »)

602
(o) FEN:)

SaaudJA4-Ipiw anblyeuLiojuiolg auLiosaleld




eno . . -
% g?&uﬁf@; Exercice 2 : comparaison alignement local
et global

!
2
2

Comparaison des sequences protl et prot2

>protl
MVMEYLVLERKRLKRLREVLEKROQKDLIVFADNVKNEHNEFSATIVRTCDAVGVLYLYYYHAEGKKAKINEGT
TOGSHKWVEFIEKVDNPVOKLLEFKNRGEFQIVATWLSKESVNEFREVDYTKPTVLVVGNELOQGVSPEIVETIA
DKKIVIPMYGMAQSLNVSVATGITILYEAQROQREEKGMYSRPSLSEEETQKILKKWAYEDVIKERKRTLST
S

>prot2
MVMEYLVLERKRLKRLREVLEKROQKDLIVFADNVKNEHNEFSATVRTCDAVATWLSKESVNEREVDYTKPTV
LVVGNELQGVSPEIVETAVGVLYLYYYHAEGKKAKINEGIS
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et global

On utilisera la suite "EMBOSS" sur ce site
http://emboss.toulouse.inra.fr/ , http://emboss.bioinformatics.nl/
ou sur le portail bioinfo de I'Institut Pasteur mobyle.pasteur.fr/ .
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1.Faire un dotplot de ces 2 séquences (dotmatcher)
gu'observez-vous ? Modifiez les parametres et regardez les
resultats.

2. Faire un alignement semi-global avec needle ou global avec
stretcher

Qu'observez-vous ?

Combien y a t-il de gaps ?

A quoi correspond le pourcentage de similarité ?

Quels sont les parametres de calcul du score ?

Modifiez-les et regardez en guol I'alignement change.


http://emboss.toulouse.inra.fr/
http://emboss.bioinformatics.nl/
http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#welcome

eno ) _ _
S E?o”i'n Exercice 2 : comparaison alignement local
et global

On utilisera la suite "EMBOSS" sur ce site http://emboss.bioinformatics.nl/ ou sur
le portail bioinfo de I'Institut Pasteur mobyle.pasteur.fr/ .
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1. Faire un dotplot de ces 2 sequences (dotmatcher)
gu'observez-vous ? Modifiez les parametres et regardez les resultats.

La prot 2 est fait de 3 domaines ABC qui se retrouvent sur prot 1 (qui est plus
longue) selon le schéma ACB. En baissant la taille du mot on apercoit un
séguence répétee dans le domaine A.

2. Faire un alignement semi-global avec needle ou global avec stretcher
Qu'observez-vous ? On ne voit pas la conservation du domaine B

Combien y a t-il de gaps ? 106

A quoi correspond le pourcentage de similarité ? Mismatch + identite

Quels sont les parametres de calcul du score ? Gap penally +gap extension +
matrice de substitution.

Modifiez-les et regardez en quoi I'alignement change. Variation du score, du nb
gap, de similarité et d'identite


http://emboss.bioinformatics.nl/
http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#welcome
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% ol (ZlExercice 2 : comparaison alignement local
et global

3. Faire un alignement local avec matcher
Qu'observez-vous ?

Demandez a voir d'autres alignements.

Puis modifier les parametres pour impacter sur le score.

£
g
2
:
£
:

Comparez et expliquez les différences obtenues entre une
methode d'alignement global (stretcher ou needle) et une
methode d'alignement local (matcher).
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et global

3. Faire un alignement local avec matcher

Qu'observez-vous ? 1 seul alignement local

Demandez a voir d'autres alignements. On demande pour matcher plusieurs
resultats (au moins 4) et ainsi les autres alignement locaux apparaissent.
Puis modifier les parametres pour impacter sur le score. On doit changer les
pénalité de gap (ouverture et extension)
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Comparez et expliquez les difféerences obtenues entre une methode
d'alignement global (stretcher ou needle) et une méthode d'alignement local
(matcher).

Finalité différentes.
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Exercice 3.1

Voici 3 protéines : celle de Escherichia coli possede 2 fonctions enzymatiques (EC
4.1.1.48 et EC 5.3.1.24) et 2 protéines de Xylella fastidiosa ayant chacune une de ces 2
fonctions :

!
2
2

>trpC, EC:4.1.1.48 et EC:5.3.1.2, E. coli
MMOTVLAKIVADKAIWVEARKQQOPLASFONEVOPSTRHFYDALQGARTAFILECKKASP
SKGVIRDDFDPARIAATYKHYASATISVLTDEKYFOGSEFNFLPIVSQIAPQPILCKDEIID
PYQIYLARYYQADACLLMLSVLDDDQYRQLAAVAHSLEMGVLTEVSNEEEQERATALGAK
VVGINNRDLRDLSIDLNRTRELAPKLGHNVTVISESGINTYAQVRELSHFANGFLIGSAL
MAHDDLHAAVRRVLLGENKVCGLTRGQDAKAAYDAGAIYGGLIFVATSPRCVNVEQAQEV
MAAAPLQYVGVFRNHDIADVVDKAKVLSLAAVQLHGNEEQLYIDTLREALPAHVATIWKAL
SVGETLPAREFQHVDKYVLDNGQGGSGQRFDWSLLNGQSLGNVLLAGGLGADNCVEAAQT
GCAGLDFNSAVESQPGIKDARLLASVEFQTLRAY

RS, 3i. 1 . 24, "X fa
MALAYGSECMNISPYRTRIKFCGMTRVGDVRLASELGVDAVGLIFASGSSRLLTVSAACA
IRRTVAPMVNVVALFONNSADEIHTVVRTVRPTLLOQFHGEEEDAFCRTENVPYLKAIPMA
GAEAKRICTRTLYLKYPNAAGFIFDSHLKGGTGQTFDWSRLPIDLOHPFLLAGGITPENV
FDATIAATVPWGVDVSSGIELQPGIKDGDKMRQFVEEVRRADGRRLEGVA

>EC:4.1.1.48, Xfa
MSNILTKITAWKVEEIAERLLHVSQAELVARCADLPTPRGFAGALQATIAHGDPAVIAET
KKASPSKGVLREDFRPAEIAISYELGGASCLSVLTDVHFFKGHDDYLSQARDACTLPVLR
KDFTIDPYQVYEARVLGADCILLIVAALDDAQLVDLSGLALOLGMDVLVEVHDIDELERA
IQISAPLIGINNRNLSTFNVSLETTLTMKGLVPRDRLLVSESGILTSADVORLRAAGVNA
FLVGEAFMRATEPGESLREMFFIT



Exercice 3.1

Aligner ces 3 segquences avec ces 3 programmes
d'alignement multiple : ClustalW, Dialign, ClustalO

E
y
-
5
:

Lequel retourne l'alignement attendu ?

Tester Dialign avec Threshold=4 (seull sur les segments
Initiaux)



Exercice 3.2

Aligner ces 4 sequences de tRNA synthétase de E. coli, avec différents programmes d'alignement
et comparez-les.

£
£
:
§
s

>gi|2507434|sp|P00956.5|SYI ECOLI RecName: Full=Isoleucine--tRNA ligase; AltName: Full=Isoleucyl-tRNA synthetase;
Short=I1eRS
MSDYKSTLNLPETGFPMRGDLAKREPGMLARWTDDDLYGIIRAAKKGKKTFILHDGPPYANGSIHIGHSV
NKILKDIIVKSKGLSGYDSPYVPGWDCHGLPIELKVEQEYGKPGEKFTAAEFRAKCREYAATQVDGQRKD
FIRLGVLGDWSHPYLTMDFKTEANI IRALGKIIGNGHLHKGAKPVHWCVDCRSALAEAEVEYYDKTSPSI
DVAFQAVDODALKAKFAVSNVNGPISLVIWTTTPWTLPANRAISIAPDFDYALVQIDGQAVILAKDLVES
VMQRIGVTDYTILGTVKGAELELLRFTHPFMGFDVPAILGDHVTLDAGTGAVHTAPGHGPDDYVIGQKYG
LETANPVGPDGTYLPGTYPTLDGVNVFKANDIVVALLQEKGALLHVEKMQHSYPCCWRHKTPIIFRATPQ
WEVSMDQKGLRAQSLKEIKGVOWIPDWGQARIESMVANRPDWCISRQRTWGVPMSLFVHKDTEELHPRTL
ELMEEVAKRVEVDGIQAWWDLDAKEILGDEADQYVKVPDTLDVWFDSGSTHSSVVDVRPEFAGHAADMYL
EGSDQHRGWFMSSLMISTAMKGKAPYRQVLTHGFTVDGQGRKMSKSIGNTVSPQDVMNKLGADILRLWVA
STDYTGEMAVSDEILKRAADSYRRIRNTARFLLANLNGFDPAKDMVKPEEMVVLDRWAVGCAKAAQEDIL
KAYEAYDFHEVVQRLMREFCSVEMGSEFYLDIIKDRQYTAKADSVARRSCQTALYHIAEALVRWMAPILSFET
ADEVWGYLPGEREKYVFTGEWYEGLFGLADSEAMNDAFWDELLKVRGEVNKVIEQARADKKVGGSLEAAV
TLYAEPELSAKLTALGDELRFVLLTSGATVADYNDAPADAQQSEVLKGLKVALSKAEGEKCPRCWHYTQD
VGKVAEHAEICGRCVSNVAGDGEKRKFA

>gi|2507435|sp|P07813.2|SYL ECOLI RecName: Full=Leucine--tRNA ligase; AltName: Full=Leucyl-tRNA synthetase;
Short=LeuRS
MOEQYRPEETESKVQLHWDEKRTFEVTEDESKEKYYCLSMLPYPSGRLHMGHVRNYTIGDVIARYQRMLG
KNVLOQPIGWDAFGLPAEGAAVKNNTAPAPWTYDNIAYMKNQLKMLGFGYDWSRELATCTPEYYRWEQKFEF
TELYKKGLVYKKTSAVNWCPNDQTVLANEQVIDGCCWRCDTKVERKEIPOWFIKITAYADELLNDLDKLD
HWPDTVKTMORNWIGRSEGVEITEFNVNDYDNTLTVYTTRPDTFMGCTYLAVAAGHPLAQKAAENNPELAA
FIDECRNTKVAEAEMATMEKKGVDTGFKAVHPLTGEEIPVWAANFVLMEYGTGAVMAVPGHDORDYEFAS
KYGLNIKPVILAADGSEPDLSQQALTEKGVLENSGEFNGLDHEAAFNAIADKLTAMGVGERKVNYRLRDW
GVSRORYWGAPIPMVTLEDGTVMPTPDDQLPVILPEDVVMDGITSPIKADPEWAKTTVNGMPALRETDTE
DTFMESSWYYARYTCPQYKEGMLDSEAANYWLPVDIYIGGIEHAIMHLLYFRFFHKLMRDAGMVNSDEPA
KOLLCOGMVLADAFYYVGENGERNWVSPVDAIVERDEKGRIVKAKDAAGHELVYTGMSKMSKSKNNGIDP
QVMVERYGADTVRLFMMFASPADMTLEWQESGVEGANRFLKRVWKLVYEHTAKGDVAALNVDALTENOKA
LRRDVHKTIAKVTDDIGRRQTFNTAIAATMELMNKLAKAPTDGEQDRALMOEALLAVVRMLNPETPHICE
TLWQELKGEGDIDNAPWPVADEKAMVEDSTLVVVQVNGKVRAKITVPVDATEEQVRERAGOEHLVAKYLD
GVTVRKVIYVPGKLLNLVVG



Exercice 3.2

>gi|135149|sp|P00959.2|SYM ECOLI RecName: Full=Methionine--tRNA ligase; AltName: Full=Methionyl-tRNA synthetase;
Short=MetRS
MTQVAKKILVTCALPYANGSIHLGHMLEHIQADVWVRYQRMRGHEVNFICADDAHGTPIMLKAQQLGITP
EQMIGEMSQEHQTDFAGFNISYDNYHSTHSEENRQLSELIYSRLKENGFIKNRTISQLYDPEKGMFLPDR
FVKGTCPKCKSPDQYGDNCEVCGATYSPTELIEPKSVVSGATPVMRDSEHFFFDLPSFSEMLQAWTRSGA
LOEQVANKMOEWFESGLOQOWDISRDAPYFGFEIPNAPGKYFYVWLDAPIGYMGSFKNLCDKRGDSVSFDE
YWKKDSTAELYHFIGKDIVYFHSLFWPAMLEGSNFRKPSNLEVHGYVTVNGAKMSKSRGTFIKASTWLNH
FDADSLRYYYTAKLSSRIDDIDLNLEDEVQRVNADIVNKVVNLASRNAGFINKRFDGVLASELADPQLYK
TEFTDAAEVIGEAWESREFGKAVREIMALADLANRYVDEQAPWVVAKQEGRDADLQAICSMGINLFRVLMT
YLKPVLPKLTERAEAFLNTELTWDGIQQPLLGHKVNPFKALYNRIDMROVEALVEASKEEVKAAAAPVTG
PLADDPIQETITFDDFAKVDLRVALIENAEFVEGSDKLLRLTLDLGGEKRNVESGIRSAYPDPQALIGRH
TIMVANLAPRKMRFGISEGMVMAAGPGGKDIFLLSPDAGAKPGHQVK

£
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>gi|2507438|sp|P07118.2|SYV_ECOLI RecName: Full=Valine--tRNA ligase; AltName: Full=Valyl-tRNA synthetase; Short=ValRS
MEKTYNPODIEQPLYEHWEKQGYFKPNGDESQESFCIMIPPPNVTGSLHMGHAFQQTIMDTMIRYQRMQOG
KNTLWOVGTDHAGIATOMVVERKIAAEEGKTRHDYGREAFIDKIWEWKAESGGT ITROQMRRLGNSVDWER
ERFTMDEGLSNAVKEVEFVRLYKEDLIYRGKRLVNWDPKLRTAISDLEVENRESKGSMWHIRYPLADGAKT
ADGKDYLVVATTRPETLLGDTGVAVNPEDPRYKDLIGKYVILPLVNRRIPIVGDEHADMEKGTGCVKITP
AHDEFNDYEVGKRHALPMINILTEFDGDIRESAQVEFDTKGNESDVYSSEIPAEFQKLERFAARKAVVAAVDA
LGLLEEIKPHDLTVPYGDRGGVVIEPMLTDOWYVRADVLAKPAVEAVENGDIQFVPKQYENMYFSWMRDI
ODWCISROLWWGHRIPAWYDEAGNVYVGRNEDEVRKENNLGADVVLRODEDVLDTWESSALWTESTLGWP
ENTDALRQFHPTSVMVSGEDIIFFWIARMIMMTMHEF IKDENGKPQVPFHTVYMTGLIRDDEGQKMSKSKG
NVIDPLDMVDGISLPELLEKRTGNMMOQPOQLADKIRKRTEKQFPNGIEPHGTDALRFTLAALASTGRDINW
DMKRLEGYRNEFCNKLWNASREVLMNTEGODCGENGGEMTLSLADRWILAEFNQTIKAYREALDSFREDIA
AGILYEFTWNQFCDWYLELTKPVMNGGTEAELRGTRHTLVTVLEGLLRLAHPIIPFITETIWQORVKVLCG
ITADTIMLOQPEFPQYDASQVDEAALADTEWLKOQATIVAVRNIRAEMNIAPGKPLELLLRGCSADAERRVNEN
RGFLOTLARLESITVLPADDKGPVSVTKIIDGAELLIPMAGLINKEDELARLAKEVAKIEGEISRIENKL
ANEGFVARAPEAVIAKEREKLEGYAEAKAKLIEQQAVIAAL

Ces sequences présentent 2 motifs propres aux tRNA synthétases de type | : HIGH et
KMSKS.
Les trouvez-vous ?



$ geno

¢ it C m DIALIGN CLUSTALW

: bioinfo QO paralson

o

S

£

E

(=]

f SYI _ECOLI/1-938 51 filhdgPPYA NGSIHIGHSV NEKILKDIIVE SKGLSGYDESP YVPGWDCHGL

5 SYL_ECOLI/I-B60 42 —====== PYP SGRLHMGHVE NYTIGDVIAR YOQRMLGENVL QPIGWDAFGL

§ SYM_ECOLI/1-677 17 =ecce=- PYA NGSIHLGHML EHIQADVWVR YQRMRGHEVN FICADDAHGT
SYV ECOLI/1=-95] 4] ~=mm-- EPNV TGSLHMGHAF QOTIMDTMIR YQRMOGENTL YWOVGTDHAGI

000000855 765949999 7E EHHEHHHEEE BHHHBHGEABS 55355554444

SYI _ECOLI/1-938 580 VLTHGETVDGE QGREMSKSIG NTVSEQDVMN H---——------ ———mmmo— -
SYL_ECOLI/1-860 617 ---------- -MSKMSKSKN NGIDPQVMVE R-----==== ———c-——---
sYM ECOLI/1-677 131 cmmmmmmm=e =GAKMSKSRG TFIKASTWLN H--
SYV_ECOLI/1-95 541 VYMTGLIRDD EGQKMSKSKG NVIDPLDMVD gislpellek rtgnmmgpqgl

1111111111 1224444444 44433335333 2000000000 O00ODOOOCOO

Exemple de sortie d’alignement effectué sur le site Web de |EIALIGH.

Toutes ces tRNA synthétases sont de type | et ont la particularité d'étre
globalement similaires, avec cependant la présence de longues insertions
pour SYL_ECOLI. Par ailleurs, ces sequences sont connues pour
posséder deux motifs caractéristiques propres aux tRNA synthetases de
type I, HIGH et KMSKS.



51 Z1 Comparaison DIALIGN CLUSTALW

SYL_ECOoLI/L-HEQ 1 === == RO Y RPEEIESEVO LHWIEKRT FEVT - -ELESEERY Y CLSML P Y P S GILEMGHVRHY T TG0V
SrV_ECOLIAL-931 l ——=ss=—cosso=c MEKTYHP D IEQ FLY EHWER LY TR P - -GREEQESFCINIP PR NVT OIS LIDGHA T COT T MDT
S¥I_EcobLr/l-2%g 1 MSoYKETLNLFETGF PMRAGDLAREEPCMLARWTDODLYGI I RARKGENTFILHOGFPYANGE IHIOR SWVNEKILEDI

SYM_ECOLI/L-677 1 mmmmmmmmc oo e e MTOVARMILVICALPYANGS INLGHMLENIGADY 34
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SYL_Ecoblsl-g€0 335 VMAVEGHDRDYEFACKYGLHNIKM ILAADGSE POLSOOALTERNGVLEHSGEFNCLOHEARFNATATKLTAMGVGER 411
SrV_ECOLIALI-251 343 AWAAVDALGLLEEIEFRODLTVPYGLRGHVY IEFHLT LW VRADVLAR FAVEAVERGDIQPVFROYERHYFSWHRE- 418
SrI_CCOLIA1-232 382 DWALLOEKGALLAVEXHOHSY POCHRAERT P IIPRAT POWEFVSMIQRECLRACSLEEIKGYOW T POHCGIARIESMYAH 458
SYM_ECOLI/1=-8677 STALLYHFIG-KOIVY TR LEWPAMLEGS N === R P SN LFVHGY VI VHGARMEEE RO TF IRAS THLNEFDADS LE= 157

Fd
[
=

SYL ECOLIfs2
Sy _EcoLrsl
SYI_ECQLIsl1-93¢9

SYM_ECOLIS1-677

o
=

L=
lla.

|

WYL EH GV ER D RYTWEGAT I FMVT LEDGTVMNT TS LT VILPEEWMOGIT SR IRADFENARTTVH GHMI 4
~===DIOCHC I EROLWRCER] FARY DEAGHYYVGRHE CEVRKENK LEADNVYLEOCEDVLDTHES SALKTES---TLG 4
- = === RECHC I ERQRTWGYPHS LEVHEDTEELH = = = = = = - PRTLELMEEVAKRVEVDG 1 QAWNDLOAKET LGDEADQ 523
------------- ~YYYTAELESRIDDID---------------LNLEDFVORVNADI VHXVVELASRXACE IKKRE 4
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SYL_ECOLIAY-ged 453 ALRET DT DT IME S SWY Y ARY TOPQYEEG - - o= MLOSEAMSYHLEVD-TYIGGTIEAATMILLY PREFHELMRED 550
SYV_ECOLI/A1=23]1 483 WPENTDALRCFHAPTSVMVECF DI IFFWIARN MM THRF IKDENGE POYPFEHTVYNTIGLIRDDEGDEMEKREGRVIDE 3635
SUrI_ECQLIAI-208 o2 WWERVEUT LDV RE DG THESVVYIVR AZPAG ——HAAIHY LEGE DO RGRTMISLH IS TAHKGRADPYROVLTHGFTVYDG 2548

SYM_ECQLIS1-677 406 DOVIASELADMQLYETFTDAREVIG o - . " Emae 430

SYL_ECOLI/I=Fel 551 ACHMWHEOEPAKOLLCOG -« MV LADAFY Y VGENCERNH Y fcccscnaccssccsncnsaas =IVOAIVERDEEGRIVE €03
SYV_ECOLIAl=-951 S6a LOMVEGISLIPDLLEXRTGHEKGPOLADR IR ATER)FFNGIEFHGTDALRETLAALASTGRDINNDMERLEGYRNED 6452
EYI_ECOLIfI-8F8 S485 QCEFMAKSICNTVEFQD-======YHNELOADI LR LVASTDY TG ~==cmesnacca===FMAVEDE I LERARDEY £52

SYM_ECOLI/1-677 431 ===-ccecmccccccnsccemsemsoconsncsasnnsanonoassnnnsnaananasn=-EANESREFGRAVRED 445

STl _ECOLIAl=-360 604 AKDRAGHELVYTEHSKMEKSKRNGL - DFOVHNVER Y CADTVRLEMMFASTADMTLERQES G-~~~ VEGAN RFLERVHE 675
SYV_ECOLIA-951 &4 HELWHASRFV T e DG NGEE-MTLELADAN I LAE PN T IMAYEEALDSFRFDIAAGTI LYEFTURDEFCIWYLE 718
SYT_ECOLTAI-238 &3] RRIRNTARFLLANLHGE DPARLNVYE e LA WA A RARCE DT LEAYERY T AL YVORIMRAFCSVERGSEYTLD 145
SrM_ECOLI/Y-ET7 A48 MALADLANEY YDA R AR DG DA DL A I MG I N L PR L T L oV LM LTERACAN LN TELTW DG I D PLLG 522

Alignement effectué par|ClustalW fnontrant le non-alignement du motif KMskS,




S92UdJA4-IpIW anbljewiojuiolg auLioaeld




Exercice 4
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Compare the performance of 5 different multiple
alignment methods (mafft, muscle, dialign,
clustalw, clustalO) for aligning a set of proteins



Exercice 4

Comparison of multiple alignment programs
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In this part of the exercise you will use a data set of 11 alternatively-spliced gene
products from the human erythrocyte membrane protein band 4.1 (EPB).

In addition to the unaligned data set we also have a pre-aligned optimal
alignment.

The goal of this short exercise is to compare how well five different popular
multiple alignment programs perform when attempting to align a set of proteins
that are identical except for having different deletions.

You can run the 5 MSA tools via http://mobyle.pasteur.fr/cgi-
bin/portal.py#welcome or with following command lines:



http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#welcome

Exercice 4

. Align the EPB sequences using mafft:
malfft EPB.fasta > EPB.mafft.fasta

E
y
H
5
:
:

. Align the EPB sequences using muscle:
muscle -in EPB.fasta -out EPB_muscle.fasta

3. Align the EPB sequences using dialign:
on webserver http://mobyle.pasteur.fr/cqi-bin/portal.py#forms::dialign

4. Align the EPB sequences using clustalw:

clustalw? -infile=EPB.fasta.txt -type=protein -outfile=EPB.clustalw.fasta -
output=fasta

5. Align the EPB sequences using clustalO:
clustalo - EPB.fasta.txt -o EPB.clustalo.fasta


http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms::dialign

Exercice 4

6. Have alook at the original, unaligned data:
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with a your favorite text editor (seaview or clustalX if installed) look EPB.fasta

This is the unaligned set of sequences.

The sequences are displayed on the screen with names on the left hand side, and the
seguences themselves on the right.

With clustalX:

Residues are colored according to amino acid characteristics.

It is possible to resize the window by "pulling" at the edges, so you can fit all lines in
one window. Make sure to pull the window so it's as wide as possible. A scroll-bar at
the bottom of the window allows you to move along the alignment (the sequences are
too long to fit in the horizontal direction).

Beneath the sequences there is a ruler starting at 1 for the first residue position.
Below this is a graphical indication of the degree of conservation in each column of
the alignment. A high score indicates a well-conserved column; a low score indicates
low conservation. Since these sequences are not aligned (they are all just lined up
starting with their first residues), most values are quite low.

NOTE: In this part of the exercise we are only using clustalx as a sequence/alignment
viewer, not as an alignment program.
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Exercice 4

7. Have alook at the optimally aligned data:

!
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on mobile Pasteur / display / alignment / mview_alignment

This is the optimally aligned alignment.
Drag your window and scroll along to see the entire alignment.

Keep this window hanging around somewhere so you can compare the other alignments
to it.
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@ \ith mobile Pasteur / display / alignment / mview_alignment
clustalw: clustalx EPB.clustalw.fasta &
clustalo: clustalx EPB.clustalo.fasta &
dialign: clustalx EPB.dialign.fasta &
muscle: clustalx EPB.muscle.fasta &
marfft: clustalx EPB.mafft.fasta &

Question: Which, if any, of the five alignment methods got the alignment entirely correct?

You should note that this was just one particular form of test. On a different problem the
relative performance of the alignment methods could well be different. However, you
should also note that this was a fairly simple problem, and one where you could easily
see artefacts. That will not be the case for most real biological data sets.
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Cours: http://pbil.univ-lyonl.fr/members/perriere/cours/EGOISt/tp.html

sSources

file://///147.99.97.157/home/grpascal/Documents/Redaction/Enseignements/Enseignements Catheri
ne/TP1.html

http://evomics.org/learning/phylogenetics/paml/

ftp://pbil.univ-lyonl.fr/pub/cours/lesecque/TP PAML/TP EvoMol n4 ETU.pdf

ftp://pbil.univ-lyonl.fr/pub/cours/lesecque/TP_PAML/tp_evol Mol.pptx.pdf

ftp://biomol.univ-lyonl.fr/pub/cours/marais/ims HDR aout09.pdf

ftp://pbil.univ-lyon1.fr/pub/cours/fablet/EvolutionMoleculaire/sujet_ TP-ET.pdf
http://en.wikipedia.org/wiki/Multiple _sequence_alignment

http://www.unige.ch/sciences/biologie/biani/msaq/files/public/CodonModels.pdf

http://biologie.univ-mrs.fr/upload/p202/Cours3_alignement.pdf
Cours de Manolo Gouy (PBIL)

http://www.plosone.org/article/info%3Ado01%2F10.1371%2Fjournal.pone.0096696



//147.99.97.157/home/grpascal/Documents/Redaction/Enseignements/Enseignements_Catherine/TP1.html
http://evomics.org/learning/phylogenetics/paml/
ftp://pbil.univ-lyon1.fr/pub/cours/lesecque/TP_PAML/TP_EvoMol_n4_ETU.pdf
ftp://biomol.univ-lyon1.fr/pub/cours/marais/ms_HDR_aout09.pdf
http://www.unige.ch/sciences/biologie/biani/msg/files/public/CodonModels.pdf
http://www.plosone.org/article/info:doi/10.1371/journal.pone.0096696
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Livre: « bioinformatique principes d’utilisation des outils » Ouvrage coordonné par Denis
Tagu et Jean-Loup Risler, publié en 2010 aux éditions Quae dans la collection Savoir
faire —

See more at: http://bioinfo-fr.net/jai-lu-bio-informatique-principe-dutilisation-des-
outils#sthash.dRYts9Cx.dpuf

Pierre Darlu et Pascal Tassy version électronique de « La Reconstruction phylogénétique.
Concepts et Méethodes »

Livre : « Concepts et méthodes en phylogénie moléculaire » Auteur(s) : Guy Perriere
, Céline Brochier-Armanet Editeur : Springer

Livre: "Phylogenetic handbook",
http://www.kuleuven.be/aidslab/phylogenybook/home.html - See more at: http://bioinfo-
fr.net/jai-lu-concepts-et-methodes-en-phylogenie-moleculaire#sthash.dBHIfXty.dpuf

W. Mount. Bioinformatics: Sequence and Genome Analysis. (2004)
pp. 692. http://mww.bioinformaticsonline.org/ (Code BU: 572.86 MOU)

Perriére et Brochier-Armanet. Concepts et méthodes en phylogénie
moléculaire, 2010, Springer (BU:570.11 PER)


http://www.springer.com/life+sciences/bioinformatics/book/978-2-287-99047-2
http://www.kuleuven.be/aidslab/phylogenybook/home.html
http://bioinfo-fr.net/jai-lu-concepts-et-methodes-en-phylogenie-moleculaire#sthash.dBHIfXty.dpuf

