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Bio-informatique (5)

Phylogénie et
évolution
moléculaires
Philippe Lopez, Didier Casane, Hervé Philippe

Comme l’a si bien exprimé Dobzhansky (1900-1975), « rien
n’a de sens en biologie, si ce n’est à la lumière de l’évolu-
tion ». À l’heure où la génomique et la « post-
génomique » produisent d’importantes quantités de don-
nées expérimentales, un des facteurs limitant reste leur
analyse bio-informatique. Les approches évolutives de
comparaison de séquences de nucléotides et/ou d’acides
aminés, apparues il y a une trentaine d’années, consti-
tuent un outil de choix. Nous allons tout d’abord nous
intéresser, ici, à la phylogénie moléculaire, qui permet de
retracer les relations généalogiques entre les gènes (et
donc entre les espèces qui les portent), puis aux méthodes
qui permettent de détecter, au niveau nucléotidique, l’ac-
tion de la sélection naturelle.

Principes de reconstruction 
des phylogénies moléculaires

Pour construire une phylogénie, il faut disposer de carac-
tères comparables entre tous les objets (c’est-à-dire
gènes ou espèces) que l’on veut analyser. En d’autres
termes, les objets analysés doivent être « suffisamment
similaires » pour être comparés. Si c’est le cas, on dit de
ces caractères qu’ils sont homologues c’est-à-dire qu’on
formule l’hypothèse selon laquelle la similitude observée
est due au fait que les caractères sont issus d’un ancêtre
commun et qu’ils se sont progressivement modifiés au fil
des générations. Pour les séquences de protéines ou d’ADN,
cette étape de comparaison est celle de l’alignement. Les
programmes d’alignement automatique sont très efficaces
pour les régions de forte similitude (plus de 50 % des posi-
tions de l’alignement portent des nucléotides ou des acides
aminés identiques) mais ne le sont pas pour les séquences
plus divergentes, même si l’utilisation de la structure tridi-
mensionnelle améliore parfois sensiblement les résultats.
Après un alignement automatique, une étape cruciale, trop
souvent négligée par les non spécialistes, est donc de l’af-
finer manuellement et, avant tout, de retirer de l’analyse
les régions où l’alignement est « ambigu » (choix souvent
subjectif, car la mise au point de méthodes automatiques
se révèle extrêmement délicate) [1].

> La phylogénie moléculaire a pour but de
reconstruire les relations de parenté entre des
séquences de nucléotides ou d’acides aminés.
On peut ainsi étudier les relations de parenté
entre les espèces qui les portent mais, aussi,
l’évolution du génome. En particulier, pour
chaque famille multigénique, on peut déterminer
l’importance relative des événements de dupli-
cations et de transferts horizontaux de gènes. La
fiabilité des méthodes de reconstruction phylo-
génétique repose sur la compréhension des
mécanismes d’évolution des séquences, un
domaine qui a beaucoup progressé ces dernières
années. Cela a abouti à une vision sans cesse
plus correcte de l’arbre universel du vivant.
L’étude des contraintes fonctionnelles agissant
sur les protéines bénéficie de ces avancées. En
particulier, la détection, dans une protéine, des
positions qui sont soumises à une sélection dar-
winienne est devenue assez performante, per-
mettant de prédire les substitutions à l’origine
d’un changement de fonction et donc de guider
les études expérimentales. <
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Une fois que l’on dispose d’un alignement non ambigu
(c’est-à-dire où toutes les positions sont homologues), il
faut trouver, parmi tous les arbres phylogénétiques pos-
sibles, celui qui correspond à l’histoire évolutive de toutes
ces séquences. Malheureusement, le nombre d’arbres pos-
sibles augmente de manière exponentielle avec le nombre
d’espèces analysées. Ainsi, pour 50 espèces, il existe
2,8.1074 arbres possibles. Un ordinateur extrêmement per-
formant qui analyserait un milliard d’arbres par seconde
aurait ainsi besoin de 1058 années pour mener à bien le cal-
cul exhaustif de tous les arbres. Dans la pratique, il est
donc hors de question de parcourir tout l’espace de
recherche et il faut donc accepter que le programme ne
produise pas nécessairement le meilleur arbre mais, au
moins, un arbre s’en approchant. On dit de tels pro-
grammes qu’ils sont des heuristiques et on peut citer
comme exemple de ces algorithmes le réarrangement des
branches dans l’arbre ou la redistribution aléatoire de
l’ordre d’agglomération (voir glossaire) des espèces. En
pratique, on est obligé de faire un compromis entre temps
de calcul et efficacité de la recherche, ce qui fait que l’on
est rarement certain d’avoir trouvé le meilleur arbre, même
si l’on est toujours sûr d’avoir trouvé un très bon arbre
(c’est-à-dire proche du meilleur).
La question la plus intéressante est de savoir trouver, à
partir des séquences actuelles, quel est le « vrai » arbre
phylogénétique. Toutes les méthodes de reconstructions
sont fondées sur un critère quantitatif et recherchent

l’arbre qui minimise (ou maximise) ce critère. Avant de
détailler ce critère, voyons en quoi consiste l’information
apportée par l’alignement des séquences. Il peut s’agir
d’une mutation, changeant par exemple le nucléotide A en
C (se traduisant par le changement de l’acide aminé lysine
en tyrosine à la position i). Si cette mutation s’est fixée
dans l’ancêtre commun de certaines espèces (Figure 1), on
peut envisager le regroupement de ces espèces à l’exclu-
sion de toutes les autres, car ce sont les seules à posséder
un Y (tyrosine) à la position i. Malheureusement, une
mutation peut aussi aisément créer du « bruit », en parti-
culier en raison des phénomènes de réversion et de conver-
sion (Figure 1). Ainsi, l’existence de substitutions multiples
à la même position explique bien la difficulté des recons-
tructions des phylogénies moléculaires: plus il y a de signal
(c’est-à-dire de mutations), plus il y a de bruit (c’est-à-
dire de convergences et de réversions). L’idéal serait
d’avoir une infinité de positions évoluant lentement (donc
peu bruitées) mais, dans la réalité, nous sommes en pré-
sence d’une quantité limitée de positions évoluant à des
vitesses très variables.
Dans un précédent article (➜ ), nous avons détaillé deux
approches, proposées dès les années 1960: le maximum de
parcimonie et les méthodes de distances (voir glossaire).
Toutes deux ont l’avantage d’être très rapides, mais se
sont révélées moins performantes que le maximum de vrai-
semblance [2]. Schématiquement, cette méthode estime
la probabilité d’observer les données (ici l’alignement)
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Figure 1. Information et bruit lors de la construction des phylogé-
nies moléculaires. Sur cet arbre phylogénétique est représentée
l’évolution de trois positions, i, j et k d’une protéine. La position i
n’a subi qu’une seule substitution, se traduisant par le change-
ment de l’acide aminé lysine (K) en tyrosine (Y). Si cette mutation
s’est fixée dans l’ancêtre commun des espèces 9-15, on peut envi-
sager le regroupement des espèces 9-15 à l’exclusion de toutes les
autres, car ces espèces sont les seules à posséder un Y à la posi-
tion i. Dans ce cas, le signal apporté par la position i est peu
bruité. Malheureusement, une mutation peut aussi aisément créer
du « bruit », ce qui peut amener à des artéfacts de reconstruc-
tion: c’est le cas des positions j et k où deux substitutions ont eu
lieu, une réversion en j, et une convergence en k. Imaginons par
exemple que l’ancêtre commun des espèces 22-27 fixe une muta-
tion qui change la valine (V) en isoleucine (I) à la position j, mais
que l’ancêtre de l’espèce 27 fixe une mutation qui change I en V
(ce que l’on appelle une réversion), alors l’espèce 27 va être illé-
gitimement exclue du groupe 22-27. De même, si les ancêtres
communs des groupes 4-6 et 16-21 fixent, de façon indépendante
et à cette même position k, une mutation qui change l’acide
aspartique (D) en acide glutamique (E) (ce que l’on appelle une
convergence), alors les espèces 4-6 seraient indûment groupées
avec les espèces 16-21.
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sous une hypothèse donnée (ici l’arbre phylogénétique), ce
que l’on appelle vraisemblance. On choisit, comme étant le
meilleur, l’arbre (c’est-à-dire l’hypothèse) qui maximise le
critère de vraisemblance. Pour calculer la vraisemblance,
d’autres informations sont nécessaires comme la probabi-
lité de changement d’un nucléotide vers un autre par
exemple transition versus transversion (voir glossaire) ou
la longueur des branches de l’arbre. On appelle modèle
d’évolution des séquences l’ensemble de ces hypothèses
portant sur les processus d’évolution. Il faut néanmoins
noter que toutes les informations du modèle n’ont pas
nécessairement besoin d’être spécifiées (en particulier la
longueur des branches), car elles peuvent être estimées à
partir de l’alignement et de l’arbre en maximisant la vrai-
semblance. Des études empiriques et par simulation ont
montré que les méthodes de maximum de vraisemblance
sont actuellement les plus efficaces pour retrouver le véri-
table arbre phylogénétique. Le facteur limitant important
de ces méthodes est le temps de calcul: il faut par exemple
plusieurs heures de calcul pour estimer seulement la vrai-
semblance d’un arbre ainsi que les paramètres (par
exemple les longueurs de branches), pour une centaine de
séquences.
Récemment, les méthodes de maximum de vraisemblance
ont énormément progressé grâce à l’amélioration des
modèles d’évolution des séquences. En effet, plus les
hypothèses du modèle sont proches de la manière dont les
séquences ont évolué, plus la fiabilité du maximum de
vraisemblance sera grande. En particulier, les premiers
modèles faisaient l’hypothèse que tous les sites évoluaient
à la même vitesse. Or, comme les contraintes fonction-
nelles portant sur les différentes positions d’une protéine
sont différentes, certaines positions vont évoluer très len-
tement (voire être invariables, comme les acides aminés
impliqués dans un site actif) ou, au contraire, très vite. Les
modèles actuellement utilisés représentent cette variabi-
lité au moyen d’une distribution gamma (voir glossaire), ce
qui améliore souvent les inférences. Par exemple, les
microsporidies, parasites intracellulaires de nombreux
métazoaires, étaient considérés comme des eucaryotes
d’émergence très précoce sur la base de la comparaison de
leur ARN ribosomique [3]. La prise en compte de l’hétéro-
généité de la vitesse d’évolution des positions a radicale-
ment changé ces conclusions, en les plaçant, en réalité, au
milieu des champignons, ce qui a été confirmé par d’autres
informations [4].

La phylogénie à l’heure du génome

Les progrès du séquençage ont amené un flot de données
qui se prêtent particulièrement bien à l’analyse phylogéné-
tique. L’utilisation simultanée de nombreux gènes, per-

mettant d’obtenir plusieurs milliers de positions homo-
logues, a permis de résoudre plusieurs questions débattues
de longue date. À grande échelle évolutive, on peut citer en
exemple la démonstration de la monophylie des algues
rouges et des algues/plantes vertes [5], qui confirme défi-
nitivement l’origine unique des chloroplastes par endo-
symbiose d’une cyanobactérie. À l’intérieur des plantes
vertes, les gnétales ont longtemps été considérées comme
proche des angiospermes (plantes à fleurs) à cause de plu-
sieurs caractères communs comme la double fécondation,
alors qu’en fait ce sont des conifères [6] qui ont acquis les
caractères précédents de manière convergente, montrant
que le problème des substitutions multiples évoqué plus
haut pour les données moléculaires affecte aussi les don-
nées morphologiques. Enfin, la question épineuse des rela-
tions de parenté entre les différents ordres de mammifères
a très sérieusement progressé. En particulier, la monophy-
lie des rongeurs, que les premières études de phylogénie
moléculaire rejetaient [7, 8], a finalement été confirmée
[9, 10], ce qui a clos un long conflit avec les anatomistes
et les paléontologistes, convaincus, à juste titre, de leur
monophylie. Cela a aussi validé l’hypothèse selon laquelle
la non-monophylie apparente des rongeurs était le résultat
d’un artéfact de reconstruction, connu sous le nom d’at-
traction des longues branches (voir glossaire) [11] (➜ ).
Ces études ont aussi confirmé la proche parenté de ce
groupe avec les lagomorphes (lapin), mais ont étonnam-
ment montré une proche parenté avec les primates à l’ex-
clusion des carnivores, des cétacés, des chauve-souris ou
des artiodactyles (vache) [9, 10]. Ainsi, la souris - l’orga-
nisme modèle par excellence - est plus proche de l’homme
qu’on ne le pensait, ce qui augmente l’intérêt de l’étude de
son génome pour aider à décrypter le génome humain. (➜ )
Outre leurs applications purement taxonomiques, les don-
nées de séquençage des génomes ont ouvert la voie à de
multiples recherches en évolution moléculaire. De nom-
breux gènes sont en effet présents en de multiples copies à
l’intérieur d’un même organisme, et leur phylogénie permet
de mieux comprendre leur évolution. Prenons l’exemple du
gène codant pour le récepteur de la dopamine D1, gène qui
a subi plusieurs duplications au cours de l’histoire des ver-
tébrés (Figure 2). L’analyse de nombreux gènes [12] sug-
gère que deux duplications du génome ont eu lieu tôt dans
l’histoire des vertébrés, ce qui est en accord avec la célèbre
hypothèse 2R d’Ohno [13]. Cette théorie, fondée essentiel-
lement sur des considérations de taille des génomes, pro-
pose qu’il y ait eu deux événements de tétraploïdisation
chez un ancêtre des vertébrés et que la diversification des
vertébrés ait été facilitée par ce stock de gènes redon-
dants, qui ont pu acquérir de nouvelles fonctions (puisqu’il
suffit qu’une seule copie garde la fonction ancestrale).
L’étude du génome de la plante Arabidopsis thaliana sug-

(➜ ) m/s
1995, n° 8, 
p. I-XIII

(➜ ) m/s
2000, n° 1, 
p. 31



M/S n° 11, vol. 18, novembre 2002 1149

RE
PÈ

RE
S

LE
XI

QU
E

gère que le scénario pour-
rait être beaucoup plus
compliqué. En effet, la
moitié des gènes récem-
ment dupliqués l’ont été en
tandem (c’est-à-dire par
crossing over inégal) et
l’autre moitié via la dupli-
cation de fragments de
chromosomes [14]. L’ex-
plication la plus communé-
ment admise est qu’une
tétraploïdisation a eu lieu il
y a environ 110 millions
d’années et que seuls cer-
tains fragments de chro-
mosomes ont été conservés
en double exemplaire. De
même, chez les vertébrés,
les duplications en tandem
(par exemple, dans la
famille des hémoglobines)
constituent un phénomène
récurrent [15]. Une alter-
native à l’hypothèse 2R
propose simplement qu’il y
ait eu de nombreuses
duplications soit en tan-
dem soit de fragments de
chromosomes au cours de
la diversification précoce
des vertébrés [16]. Le choix
entre ces deux hypothèses
est difficile à faire, bien
qu’elles produisent des
prédictions très différentes
sur les phylogénies de gènes
[15]. En effet, les phylogé-
nies fondées sur un seul
gène sont souvent mal
résolues (trop peu de
signal) et sont rendues dif-
ficiles par les changements
de vitesse d’évolution (d’où
des artéfacts dus à l’at-
traction des longues bran-
ches) (Figure 2).
L’étude des transferts hori-
zontaux de gènes est un
autre champ d’application
des phylogénies de gènes.
L’échange de matériel gé-

Figure 2. Phylogénie du gène D1 codant pour un récepteur de la dopamine. Cet arbre a été « raciné » sur la myxine (un
poisson dépourvu de mâchoires), c’est-à-dire que l’on a décidé, sur la base d’informations extérieures (ici paléonto-
logiques et morphologiques) de placer le début de l’histoire de ces séquences entre la myxine et les gnathostomes
(poissons à mâchoires). En effet, à partir des seules données moléculaires, il est très difficile de positionner le début
de l’histoire (à moins de faire de nombreuses hypothèses). Le gène D1 s’est dupliqué en quatre copies chez l’ancêtre
des vertébrés (notées ici A, B, C et D), qu’on appelle des paralogues (voir glossaire). De plus, le paralogue A s’est lui-
même dupliqué au sein des poissons, ce qui prouve que de tels événements sont fréquents. La résolution de l’arbre n’est
pas bonne (les branches significativement robustes sont représentées en rouge), sans doute à cause du petit nombre
de positions (~ 300). On notera que la phylogénie n’est pas parfaitement conforme à celle des espèces, comme le
montre la non-monophylie des poissons pour D1A et D1B. Un scénario possible pour l’évolution de ce récepteur est que
les quatre copies ont été engendrées par les deux événements hypothétiques de tétraploïdisation, que certaines ont été
perdues dans plusieurs lignées de vertébrés et que d’autres événements de duplication (en tandem ou par tétraploïdi-
sation) ont eu lieu chez les poissons téléostéens. En particulier, on notera l’absence des gènes D1C et D1D chez les
mammifères, qui n’est pas due à un problème d’échantillonnage mais à deux pertes. Pour ce gène impliqué dans le sys-
tème nerveux central, contrairement aux idées préconçues, les poissons ont plus de gènes que les mammifères. La barre
correspond à un nombre moyen de 0,1 changement par position.
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nétique entre espèces différentes est connu depuis long-
temps, en particulier chez les procaryotes via les plas-
mides et les bactériophages. La résistance aux antibio-
tiques, en particulier, s’est propagée principalement de
cette façon. L’analyse des génomes complets a montré
que les transferts horizontaux de gènes étaient beaucoup
plus fréquents qu’on ne le supposait [17]. Environ 30 %
des gènes ne sont pas partagés entre deux souches
d’Escherichia coli [18]. Si la façon la plus sûre de détecter
le transfert d’un gène est de démontrer que la phylogénie
de ce gène est significativement différente de la phylogé-
nie des espèces, cette approche reste cependant lourde à
mettre en œuvre. Les chercheurs utilisent des méthodes
alternatives comme la recherche d’une composition anor-
male en nucléotides [19] ou d’une trop forte similitude
avec un organisme éloigné [20]. Ce type d’approche a per-
mis de montrer l’importance quantitative des transferts
horizontaux de gènes [21]: on estime ainsi qu’environ
20 % des gènes de la bactérie hyperthermophile
Thermotoga proviendraient des archaebactéries.
Néanmoins, ces méthodes demeurent peu performantes
[22] comme l’illustre l’analyse du génome humain, pour
lequel il a été suggéré que 223 gènes humains auraient une
origine procaryote récente, impliquant que les transferts
horizontaux de gènes auraient eu lieu durant l’histoire des
vertébrés [23]. Des analyses phylogénétiques détaillées
ont toutefois montré que la plupart des transferts hori-
zontaux de gènes avaient eu lieu beaucoup plus tôt dans
l’évolution [24] et qu’en fait très peu, voire aucun, des
gènes humains n’avaient une origine procaryote récente.
Il est maintenant clair que les transferts horizontaux de
gènes sont un facteur majeur dans l’adaptation des orga-
nismes, en particulier procaryotes, car ils constituent une
source importante d’innovation [17]. Cependant, ils
posent un problème considérable à la reconstruction de la
phylogénie des espèces, puisqu’un échange trop impor-
tant de patrimoine génétique finit par compromettre la
notion même de patrimoine et, par conséquent, d’espèce.
Certains auteurs ont même proposé qu’il n’existait pas de
phylogénie des procaryotes [25]. On pourrait penser que
les gènes les plus importants, impliqués dans de nom-
breuses interactions, ne peuvent pas se transférer, et
constituent un « noyau » de gènes permettant de recons-
truire la phylogénie des espèces (complexity hypothesis,
[26]). Même si des transferts horizontaux de gènes ont
été montrés pour certains de ces gènes, comme celui
codant pour la protéine ribosomique rps14 [27], nous
avons montré que cette hypothèse était vérifiée pour au
moins une cinquantaine de gènes, aussi bien chez les bac-
téries que chez les archaébactéries [28, 29], et que donc
la phylogénie des procaryotes existait et pouvait être
reconstruite.

Évolution moléculaire

Malheureusement, les modèles d’évolution communément
utilisés sont loin d’être parfaitement réalistes. Nous avons
par exemple montré que, pour le cytochrome b, une pro-
téine mitochondriale impliquée dans la respiration, la
vitesse d’évolution de toutes les positions variables change
au cours de l’évolution des vertébrés. De plus, ces change-
ments ne semblent pas corrélés entre positions. Ce phéno-
mène est appelé hétérotachie [30]. D’un point de vue bio-
logique, ce comportement n’a rien de surprenant, puisqu’il
paraît raisonnable de penser que les contraintes fonction-
nelles des sites d’une protéine (et donc leurs vitesses
d’évolution) vont changer au cours de l’évolution, et de
façon indépendante selon les lignées. Or, tous les modèles
d’évolution, comme ceux employant la distribution
gamma, font des hypothèses beaucoup plus restrictives et
supposent que la vitesse d’évolution d’une position donnée
reste la même tout au long de l’histoire, même si elle peut
varier entre positions. L’emploi de modèles simples est bien
sûr dicté par des impératifs de temps de calcul et de com-
plexité des algorithmes de reconstruction. Cependant, ces
simplifications du modèle peuvent entraîner de graves
erreurs de reconstructions [31]. Il est donc essentiel de
développer des modèles qui reflètent autant que possible
les observations réelles.
D’autres simplifications excessives ont été observées.
Cela est en particulier le cas pour la modélisation des
changements d’acides aminés où il est abusif d’utiliser la
même matrice de substitutions pour tous les sites d’une
protéine. Ces matrices, comme celle calculée par
Margaret Dayhoff [32], ne représentent qu’une moyenne
et ne reflètent jamais la probabilité de changement d’un
site donné. Il est sans doute beaucoup plus raisonnable
de proposer plusieurs matrices pour les différents types
de positions (hélice α, feuillet β, extérieur versus inté-
rieur de la protéine, etc.), comme cela commence à être
fait [33]. En conclusion, même si notre compréhension de
l’évolution des séquences est encore trop fragmentaire
pour proposer le meilleur compromis entre simplification
(nécessaire à la modélisation) et complexité (reflétant la
réalité biologique), de nombreux problèmes sont identi-
fiés et font à l’heure actuelle l’objet d’études de la part
des phylogénéticiens.

Détection de la sélection au niveau moléculaire

Ainsi que nous l’avons vu, l’accumulation de différences au
cours du temps dans des gènes homologues appartenant à
des lignées évolutives indépendantes permet de recons-
truire des phylogénies. Ces différences apparaissent
d’abord sous la forme d’une mutation chez un individu,
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mais doivent ensuite envahir la population pour devenir
observables. Ce phénomène est appelé fixation. La proba-
bilité de fixation d’une mutation dépend de son impact sur
le phénotype (favorable, nul ou défavorable) et donc de
deux facteurs, la dérive génétique et la sélection naturelle.
La dérive génétique est la variation aléatoire, au cours du
temps, des fréquences des allèles dans des populations de
taille finie. Même en l’absence de sélection (allèles
neutres), un allèle finit toujours par envahir la population
ou disparaître de celle-ci. Par ailleurs, si une mutation a
des effets délétères, la probabilité qu’elle se fixe dans une
population est réduite, c’est la sélection négative (puri-
fying selection). Inversement, si une mutation favorise les
individus qui la présentent, la probabilité qu’elle se fixe
dans une population en est augmentée, c’est la sélection
positive (Darwinian selection ou adaptive selection). Un
enjeu fondamental de l’étude de l’évolution moléculaire
est de mettre en évidence l’importance relative de la dérive
génétique et de la sélection dans l’évolution des gènes. La
théorie neutraliste de l’évolution moléculaire [34] suppose
que la dérive génétique et la sélection négative sont les
deux moteurs principaux de l’évolution des gènes, la sélec-

tion positive étant considérée comme très rare et épiso-
dique. Cette vision de l’évolution implique que les
séquences actuelles des gènes correspondent à un opti-
mum constitué de deux fractions de sites nucléotidiques,
plus ou moins importantes selon les gènes. Une première
fraction est constituée des sites optimisés, tout changement
étant délétère et éliminé par la sélection car il y a de fortes
contraintes pour maintenir l’état observé du caractère. La
seconde fraction est constituée des sites où tout changement
est neutre (peu ou pas de contraintes sur l’état du caractère).
Les événements de sélection adaptative, même s’ils sont
rares, doivent être recherchés, car ils impliquent des change-
ments de fonctions.
Différentes méthodes statistiques permettant d’identifier la
sélection au niveau moléculaire ont été proposées.
D’abord fondée sur la comparaison de deux séquences
homologues [35], leur puissance a été augmentée en considérant un plus
grand nombre de séquences et en tenant compte des relations phylogéné-
tiques [36, 37]. Toutes ces méthodes reposent sur la classification en deux
catégories des substitutions observées (Figure 3): (1) les mutations syno-
nymes (silencieuses) qui modifient un codon, mais ne changent pas l’acide
aminé codé, et (2) les mutations non-synonymes qui changent l’acide

aminé. On peut estimer le
nombre de substitutions
synonymes par site syno-
nyme (Ks) et le nombre de
substitutions non-syno-
nymes par site non-syno-
nyme (Kns) qui se sont
accumulées pendant le
temps séparant deux
séquences de leur ancêtre
commun. Par ailleurs, on
peut formuler l’hypothèse
selon laquelle les muta-
tions synonymes sont peu
ou pas soumises à sélection
(neutres) car elles ne
modifient pas la protéine
codée par un gène. Dans ce
cas, le taux de substitution
synonyme est un bon esti-
mateur du taux de muta-
tion [34]. Le taux de sub-
stitution non-synonyme
dépend du niveau de
contrainte sur une pro-
téine. Trois situations peu-
vent alors se présenter.
1. Kns < Ks: le taux de sub-
stitution est inférieur au
taux de mutation, ce qui
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Figure 3. Estimation de la sélection au niveau moléculaire. Dans cet exemple simplifié, on considère quatre espèces
actuelles (A, B, C, D) et quatre codons. Après avoir inféré les relations phylogénétiques entre ces espèces, on infère
les séquences chez les trois ancêtres communs. Ensuite, pour chaque codon, on compte le nombre de substitutions
synonymes (s), c’est-à-dire qui ne change pas l’acide aminé (indiqué en vert) et non-synonymes (ns), c’est-à-dire
qui change l’acide aminé (indiqué en rouge). Dans le cas du premier codon, il y a eu trois mutations synonymes
(s = 3) et une mutation non-synonyme (ns = 1). Comme on s’intéresse à la fréquence des changements, il faut cor-
riger par le nombre potentiel de mutations synonymes (Ns) et non-synonymes (Nns). Par exemple, pour la valine
(codé par GTN), il y a trois mutations synonymes possibles et six non-synonymes, alors que, pour le tryptophane
(codé uniquement par UGG), il n’y a aucune mutation synonyme. Grâce à des méthodes plus ou moins sophisti-
quées, on calcule Ks (s/Ns) et Kns (ns / Nns). Ks est un estimateur du taux de mutation, Kns est un estimateur du
taux de changement des acides aminés. Pour le premier codon, Kns est inférieur à Ks, ce qui indique une sélection
négative qui empêche la fixation de certains changements d’acides aminés. Pour le deuxième codon, Kns est supé-
rieur à Ks, ce qui indique une sélection positive qui favorise des changements d’acides aminés.
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indique l’existence d’une sélection négative éliminant
des mutations non-synonymes. Plus Kns est faible par
rapport à Ks, plus le nombre de substitutions non syno-
nymes acceptables est faible.
2. Kns = Ks: il y a peu de contraintes sur la nature des
acides aminés de la protéine.
3. Kns > Ks: les substitutions non-synonymes sont
favorisées.

Le facteur Kns est généralement très inférieur à Ks (cas
1), ce qui indique que la plupart des protéines sont globa-
lement soumises à une forte sélection négative.
Beaucoup plus rarement, Kns est supérieur à Ks et, dans
ce cas, la sélection positive concerne essentiellement des
protéines impliquées dans les interactions du type hôte-
parasite ou gamètes mâle-femelle. Par exemple, chez
l’homme, on observe que Kns est supérieur à Ks pour les
gènes codant pour des immunoglobulines VH, des pro-
téines du CMH et des ribonucléases. Le même phénomène
est observé pour des protéines de virus comme celles de
l’enveloppe du virus HIV ou d’hémagglutinine du virus
influenza A (pour une liste plus complète, voir [36]). Une
étude récente montre qu’un certain nombre de gènes
impliqués essentiellement dans la fonction de reproduc-
tion chez l’homme accumulent préférentiellement les
mutations non-synonymes [38]. La fixation à un rythme
élevé de mutations changeant la nature des acides ami-
nés correspondrait, dans les cas cités ci-dessus, à une
adaptation permanente aux modifications des protéines
du partenaire [36]. Les mesures du Kns et du Ks moyen
pour un gène donné ne permettent pas d’identifier cer-
tains cas d’adaptation au niveau moléculaire, en parti-
culier si le nombre de sites impliqués est faible. Dans ces
cas, la mesure de la sélection position par position est
alors plus informative, car elle permet d’identifier dans
une protéine les positions sous sélection positive [37,
39]. Ainsi, dans le cas du gene DAZ (deleted in azoo-
spermia), un gène probablement impliqué dans des cas de
stérilité chez l’homme, l’observation que Kns était égal à
Ks sur l’ensemble du gène a permis de conclure à l’ab-
sence de contrainte fonctionnelle au niveau de la
séquence primaire de cette protéine. Cependant, l’esti-
mation de Kns et de Ks à chaque codon indique qu’il y
aurait en réalité des sites subissant une forte sélection
négative et d’autres soumis à une sélection positive [39].
Une information complémentaire peut être apportée par
l’analyse du polymorphisme à l’intérieur des espèces. La
comparaison de ce polymorphisme avec les substitutions
fixées entre espèces permet aussi de développer des tests
de détection de la sélection [40, 41]. La recherche inten-
sive de polymorphisme au niveau d’un nucléotide unique
(SNP) dans le génome humain et quelques autres espèces,
à des fins d’analyses d’association avec des maladies

génétiques, donne accès à une grande quantité d’infor-
mation qui permettra de mieux décrire les contraintes
sélectives impliquées dans l’évolution de ce polymor-
phisme [42]. À ce jour, peu d’études ont été menées dans
ce sens, mais plusieurs observations montrent que
quelques hypothèses sous-jacentes aux modèles utilisés
peuvent ne pas être toujours vérifiées. Une première
hypothèse forte est que les mutations synonymes sont
neutres. Elle est probablement vraie pour la plupart des
gènes de mammifères, dont l’homme [43], mais la fixa-
tion des mutations synonymes pourrait parfois avoir lieu
sous une importante pression de sélection [44, 45]. Par
ailleurs, la probabilité d’apparition et la nature d’une
mutation à une position donnée dépend de la nature des
nucléotides environnants et de sa localisation sur le chro-
mosome qui peuvent varier d’une espèce à l’autre [46].
La prise en compte de ces observations permettra de
développer des méthodes plus fiables de détection de la
sélection au niveau des acides aminés.
La reconstruction phylogénétique et la compréhension de
l’évolution moléculaire sont deux domaines interfé-
conds. Actuellement, les données issues du séquençage
de génomes fournissent un matériel brut qui se prête très
bien à une analyse bio-informatique et qui a fait grande-
ment progresser ces deux domaines. Néanmoins, ces
analyses in silico permettent essentiellement de propo-
ser de nouvelles hypothèses, qu’il est toujours nécessaire
de tester expérimentalement. Un retour à l’expérience in
vitro et in vivo doit être systématique. ◊

SUMMARY
Molecular phylogeny and evolution
The aim of molecular phylogenetics is to reconstruct the
genealogical relationships between nucleic or amino acid
sequences. The phylogeny of the species bearing these
sequences can be then inferred, but also the molecular
evolution of the genomes can be analysed. For gene
families, the relative importance of gene duplications
and horizontal gene transfers can be examined. The
reliability of the methods used to infer molecular phylo-
genies relies on the accuracy of our knowledge about the
mechanisms of sequence evolution. Tremendous pro-
gresses have been done in this field of research in the last
few years that helped us to get a better picture of the
universal tree of life. The methods to analyse the selec-
tive constraints acting at the protein level have also been
much improved. In particular, the detection of the sites
in a protein which are under positive darwinian selection
is getting more powerful. It is now possible to use the
prediction about the critical residues associated to
functional shift as a guide for further experimental
approaches. ◊
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GLOSSAIRE

Ordre d’agglomération
Une méthode pour construire un arbre phylogénétique
consiste à agglomérer les espèces progressivement. On
commence par sélectionner trois espèces, pour lesquelles il
n’y a qu’un arbre possible. Puis on prend une quatrième
espèce et on essaie toutes les positions possibles de cette
espèce dans l’arbre (ici trois) et on choisit la meilleure phy-
logénie contenant ces quatre espèces. Puis on recommence
avec une nouvelle espèce et on continue jusqu’à ce que
toutes les espèces soient ajoutées. Il y a plusieurs possibi-
lités pour choisir l’ordre d’agglomération, par exemple,
celui donné par l’utilisateur, celui fondé sur la similitude
entre séquences. En réalité, le mieux est de choisir un ordre
aléatoire et de répéter la procédure plusieurs fois pour
contrôler l’influence de l’ordre d’agglomération sur la
topologie de l’arbre final.

Maximum de parcimonie
On choisit l’arbre qui minimise le nombre de changements
de nucléotides ou d’acides aminés au cours de l’évolution.

Méthodes de distances
La première étape consiste à calculer la distance évolutive
(c’est-à-dire le nombre de substitutions) entre deux
séquences, en général à l’aide de méthodes statistiques
utilisant un modèle d’évolution des séquences. Cela abou-
tit à l’édification d’une matrice de distances entre toutes
les paires de séquences. Différents algorithmes, comme le
célèbre neighbor joining, permettent de construire rapide-
ment un arbre à partir de cette matrice.

Transition versus transversion
On dit qu’une mutation nucléotidique est une transition
lorsqu’elle transforme une purine (A ou G) en purine ou une
pyrimidine (C ou T) en pyrimidine. Dans le cas contraire
(purine vers pyrimidine ou pyrimidine vers purine), c’est une
transversion.

Distribution gamma
C’est une fonction qui permet de modéliser la variation du
taux de substitutions entre sites. Suivant la valeur du para-
mètre de forme, la distribution peut prendre différentes
formes, en « L » (très grande hétérogénéité de vitesse entre
positions, comme par exemple pour l’ARN ribosomique) ou
en « cloche » (homogénéité de vitesse entre les sites,
comme par exemple pour un pseudo-gène).

Attraction des longues branches
C’est un artéfact de reconstruction qui se traduit par le mau-
vais positionnement des séquences évoluant plus vite ou
moins vite que la moyenne. En particulier, les séquences qui
évoluent plus vite apparaissent d’émergence beaucoup trop
précoce dans les phylogénies. C’est un artéfact très fré-
quemment rencontré, en particulier pour les phylogénies
anciennes ou pour les phylogénies de familles multigéniques.
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