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RESUME

Trois familles multigéniques ont été étudiées du point de vue de la conversion
génigue : un groupe de génes d'actines végétales provenant de cing especes
d'angiospermes (mais, tomate, pomme de terre, soja et tabac), un groupe de génes de
globines (les génes 6 et B de I'humain et du tarsier, les génes v, et y, de I'humain et de
I'orang-outang) et un groupe de génes de doigts a zinc (Zfx et Zfy) liés aux
chromosomes sexuels de sept espéces de mammiféres (rat, souris, renard, singe
écureuil, babouin, orang-outang et humain). L'analyse fut effectuée en utilisant quatre
méthodes de simulation et une méthode de compatibilité. La méthode de compatibilité
est une variante de la méthode de Fitch et al. (1990). Les méthodes de simulation
comprennent la méthode de Sawyer (1989) et la méthode des codoubles (Balding et
al. 1992). Pour prendre en compte le fait que des chromosomes différents peuvent
avoir des taux de mutation différents une variante de la méthode des codoubles est
présentée (méthode des taux variables). Une méthode permettant de detecter les
zones de conversion génique est aussi présentée (méthode des densités). Deux
conversions géniques ont été détectées chez le mais. Les résultats obtenus a partir
des exons ont été confirmés par I'examen des introns correspondants. Pour les
globines, les résultats obtenus confirment la présence de conversions géniques. Ces
résuitats sont en accord avec les analyses de compatibilité. En ce qui concerne les
génes Zfx/Zfy, une comparaison entre le rat et le singe écureuil donne des résultats
significatifs. L'analyse de compatibilité indique que la conversion génique détectée
s'est produite probablement dans le groupe des primates peu aprés la séparation des
primates et des rongeurs.



ABSTRACT

Three multigene families have been studied from the point of view of gene
conversion. The data sets included a group of plant actin genes from five different
angiosperm species (maize, tomato, potato. soybean and tobacco), a group of primate
globin genes (the & and B genes of human and tarsier, the y,and y, genes of human
and orangutan) and a group of zinc finger genes (Zfx and Zfy).linked to the sex
chromosomes of seven mammalian species (rat. mouse, fox. squirrel monkey, baboon,
orangutan, human). The analysis was done by using four simulation methods and one
compatibility method. The compatibility method is a variant of Fitch method (Fitch et
al.1990). The simulation methods include Sawyer's method (Sawyer 1989) and the
codoubles method (Balding et al. 1992). To take into account the fact that different
chromosomes may have different mutation rates, a variant of the codoubles method is
introduced (the method of variable rates). All these methods are non specific and a
method for specifically detecting areas of gene conversion is also introduced. Two
conversion events were detected in the maize family. These results based exclusively
on exons are confirmed by a high degree of sequence similarity between corresponding
introns. The results obtained for the globin genes are in agreement with previous
compatibility analyses and confirm the presence of gene conversion in this multigene
family. In the case of the Zix/Zfy genes, gene conversion was detected at a significant
level for the rat and/or squirrel monkey lineages. Site by site analysis indicates thal the
conversion occured probably in the primate lineage, soon after the separation of
primates and rodents.
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CHAPITRE | (Introduction)

A - LES PHENOMENES BIOLOGIQUES

Le concept de conversion génique fut défini, a l'origine, pour décrire une
situation observée chez les levures. Les levures ont une propriété intéressante :
au terme de la division méiotique, elle produisent des tétrades. Cette caractéristique
permet d'identifier, chez cet organisme, tous les produits de la méiose. En étudiant ces
tétrades, on s'apergut que Ia ségregation de certains marqueurs génétiques se faisait
de fagon non mendélienne. Chez les tétrades, on observait des rapports de type 1:3

ou 3:1 (Jinks-Robertson and Petes. 1993).

Diverses expériences ont montré que la conversion génique est le résultat du
transfert d’'un brin d’ADN d’un géne a I'autre et de sa réparation. On définit la
conversion génique comme un échange non réciproque entre deux séquences d’ADN
(Kourilsky 1986). Appelons A et B les deux séquences impliquées dans la conversion
et supposons que B est la séquence convertie. Au terme de [a conversion, A reste
inchangée alors qu'une partie de B devient identique a la partie correspondante de A

( voir figure ci-dessous ).
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Le processus peut s'effectuer dans les deux sens. Le géne converti sera tantot
A, tantét B. Sil'une des deux polarités est prédominante, il y a fixation de la séquence
favorisée sans avoir recours a la sélection naturelle (Walsh 1986). Chez la levure, on a
montré que la conversion génique pouvait aussi se produire pendant la mitose. Dans
le cas des conversions méiotiques, le phénomeéne de polarité serait da & la présence
de sites d'initiation particuliers situés en amont d'un gradient de polarité et mis en jeu

lors des recombinaisons (Malone et al. 1991).

Méme si I'étude du phénomene de conversion génique s'est faite principalement

chez les levures, ce phénoméne fut aussi détecté chez d'autres espéces. Dans les



années 80, on observa chez les globines de 'homme des similitudes entre les
séquences intercalaires IVS2 de deux génes non homologues situés sur ie méme
chromosome : les génes y* et y®. On trouva plus de ressemblances entre les régions
5' de ces séquences non homologues qu’entre les séquences des régions 5' des genes
v* homologues. Chez les régions 3', on trouva la situation inverse. Les régions 3' des
séquences IVS2 d'alléles se ressembiaient plus que les régions 3' des séquences
situées sur le méme chromosome. Ces observations furent interprétées comme un cas

de conversion génique (Slightom et al. 1980).

On sait maintenant que la conversion génique est un phénomeéne assez
répandu. Des cas de conversion génique ont été décrits chez de nombreuses familles
multigéniques appartenant & toutes sortes d'espéces. On peut citer, entre autres, les
génes de globines (Slightom et al. 1980, 1987, 1988; Powers and Smithies 1986; Koop
et al. 1989; Fitch et al., 1990; Hayasaka et al. 1992), le complexe majeur
d'histocompatibilité (Ohta 1991; Hugues 1995), les immunogiobulines (Thomson 1992},
le locus tardif du chorion du Bombyx (Regier et al. 1994), les enzymes P-450 chez le

rat (Atchison and Adesnik 1986).

Les expériences destinées a évaluer |a taille des conversions génigues on été
effectuées essentiellement sur les levures. Une fagon d'évaluer la dimension des
régions de conversion consiste & examiner les co-conversions de certains marqueurs

situés sur le méme chromosome. Dans certains cas, on a observé des zones



converties de quelques centaines de nucléotides seulement. Des cas de conversions
géniques recouvrant plusieurs génes ont aussi été décrits (Judd et al. 1988). En
incorporant, chez la levure, des génes murins du complexe majeur d’histocompatibilité
et en examinant les tétrades obtenues, on a observé des micro-conversions dont la
taille variait entre 1 et 215 nucléotides (Wheeler et al. 1993). A partir de sites de
restriction hétérozygotes, situés sur le chromosome |l de la levure,on a pu montrer que
dans environ 25% des cas observés, les zones de conversion pouvaient atteindre des
longueurs supérieures 4 5 Kb. Ces zones de conversion étaient généralement d'un
seul tenant. Une étude effectuée chez les cellules de mammiferes a montré que la
conversion d’'une région de 5380 bases n'était accompagnée d'aucune mutation. Le

processus de conversion semble donc assez fidéle (Stachelek et al. 1988)

Il y & peu de données sur la fréquence des conversions géniques dans ie temps.
On peut citer une étude effectuée sur la chaine B des récepteurs a antigene des
lymphocytes T. En comparant plusieurs espéces de souris, on a estimé que des
conversions géniques se produisaient en moyenne tous les 0.3 millions d'années

(Rudikoff et al. 1992).

1) MECANISMES DE LA CONVERSION GENIQUE

La conversion génique et, d’'une fagon générale, les processus de



recombinaison semblent dépendre de I'action de certains systémes enzymatiques.
Pendant la prophase | de la méiose, les chromosomes homologues s'apparient, la
synapse est rendue possible par la formation d'un réseau de protéines appelé
complexe synaptonémal. Deux types de nodules ont été observés au niveau de ce
complexe. On pense qu'il s'agit d’enzymes associés au processus de recombinaison
(Engebrecht et al. 1990). Des nodules apparaissent tout d’abord au moment de la
formation du complexe synaptonémal. Plus tard, lorsque le complexe est forme, on
peut détecter un deuxiéme type de nodules. Ces nodules tardifs sont moins abondants
que les premiers, leur répartition et leur fréquence semblent correspondre & celles des
chiasmas, ces structures qui servent 4 maintenir les chromosomes homologues
ensemble et qui correspondent & des recombinaisons (Engebrecht et al. 1990). Les
mécanismes exacts de la conversion génique n'ont pas encore été complétement
élucidés. Le modele le plus couramment accepté est celui de Holliday (1974). Ce

modéle (et ses variantes) permet d'expliquer assez bien les phénomeénes observes. ll

2st schématisé 4 la figure 1.



Figure 1. Modéle de recombinaison de Holliday
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L'échange se fait entre deux segments d’ADN bicaténaire. Un des brins de
chacune des structures en double hélice est incisé (fig. b). Il y a appariement puis
raccordement des brins d’ADN. Cette réparation peut étre faite par une ligase qui
catalyse la formation de liens phosphodiesters {fig. ¢, d, e). Ona montré que la
structure ainsi obtenue est stable du point de vue thermodynamique (Dressler and
Potter 1985). Par propagation de I'appariement, une zone hétéroduplexe peut étre
formée (fig. f). On obtient une structure de Holliday. Cette structure peut donner un
isomere par rotation (fig. h). Ity a deux fagons de découper et de réparer la structure
de Holliday (fig. j). Dans un cas, on obtient des recombinants (crossing over), dans
Pautre cas ( figure de droite ), on obtient deux hétéroduplexes et aucun recombinant.
La réparation de la zone hétéroduplexe donnera une conversion génique. On peut
remarquer que la correction d'une zone hétéroduplexe peut s'effectuer en prenant pour
modéle {'un ou l'autre brin. On peut donc s'attendre a obtenir, dans certains cas, des
molécules mosaiques. Le modéle de Holliday permet donc d’expliquer des

phénomeénes comme les micro conversions (Herbomel 1993).

Méme si ces modéles sont les plus couramment acceptés, ils n'expliquent pas
tous les phénoménes observés. lis semblerait qu'il existe une relation entre la
conversion génique et le phénoméne de crossing over. Chez la levure, 30 a 75% des
conversions géniques sont associées a des crossing over (Borts and Haber 1989). On
ne sait pas encore si les mécanismes moléculaires produisant des conversions

associées a des crossing over sont les mémes que ceux qui produisent seulement des



conversions. Chez Sordaria, on a observé que la région de crossing over pouvait étre
séparée de la zonz2 de conversion génique par une région contenant des marqueurs
dont la ségrégation se faisait de fagon mendélienne (Nicolas 1985). Il semblerait que
plusieurs types de conversion géniques, obtenus par des mécanismes distincts, soient

possibies.

2) CLASSIFICATION DES CONVERSIONS GENIQUES

Lorsque les génes impliqués dans la conversion génique ont des positions
équivalentes sur des chromosomes homologues, on parie de recombinaison de type

classique ou homotopique (Jinks-Robertson et al. 1993, Herbomel 1993).

Comme les génes eucaryotes peuvent parfois exister en plusieurs exemplaires
disséminés dans I'ensemble du génome, ils peuvent étre impliqués dans des
recombinaisons. De telles recombinaisons sont appelées ectopiques (Jinks-Robertson

et al. 1993, Herbomel 19983).

La conversion génique peut impliquer des génes situés sur le méme
chromosome (conversion inira homologue) ou sur des chromosomes homologues
(conversion inter homologue). Elle peut aussi mettre en jeu des génes appartenant &

des chromosomes différents et non homologues.



La conversion génique peut se produire aussi pendant la mitose (Aguilera 1988).
Chez la levure, la fréquence des recombinaisons est 100 & 1000 fois plus élevée

pendant la méiose que pendant la mitose (Roeder et al. 1988).

l.a présence de conversions génigues a aussi été observée dans le génome des

chloroplastes (Bowman et al. 1988, QOgihara et al. 1988, Morton et al. 1993).

On a démontré récemment que des conversions géniques pouvaient se produire
entre une copie d'’ADN complémentaire et de 'ADN chromosomique (Melamed et al.

1992, Derr and Strathern 1993).

3) EFFETS DE LA CONVERSION GENIQUE

Une fois les génes alignés et les introns enlevés, les données se présentent
sous la forme d’'une matrice n x m olt n représente le nombre de génes de la famille et
m le nombre de nucléotides de chaque séquence d’exons. La conversion génique
exerce ses effets de plusieurs fagons. Elle affecte, bien s(r, la paire de séguences
impliquées dans la conversion. Elle affecte aussi les rapports qui existent entre les
différentes lignes de la matrice et 'évaluation des distances phylogénétiques qui les

séparent.



a) Effets sur la paire de séquences impliquées

Appelons densité d'une paire de séquences ie rapport suivant :

P = nombre de différences entre les deux séquences/nombre total de sites

C'est la valeur p du modele de Jukes Cantor pour les séquences non codantes

(Li and Graur 1991).

Gonsidérons deux genes résultant de la duplication d'un géne ancestral
commun. Au fur et 2 mesure que le temps passe, les mutations s'accumulent et les

génes divergent de plus en plus (voir ia figure ci-dessous).

Duplication

/ Conversion \4 »
yd
N\

10



Si, a un moment donné, une conversion génique se produit entre les deux
génes, la zone de conversion aura, au moins pour un temps, une densite nulle. Méme
si, par la suite, quelques différences s’accumulent sur cette zone, elle conservera un
certain retard par rapport au reste du géne. Ce retard peut, toutefois, & la longue, étre
rattrapé et si la conversion est trés ancienne, elle peut devenir indétectable. La
conversion génique aura donc pour effet 'apparition de zones a faible densité. Les
zones qui auront le plus de chances d'avoir été impliquées dans une conversion
génique seront celles qui ont les plus faibles densités. La recherche de ces zones est

relativement simple, i! suffit de considérer les zones bornées par deux différences.

Lorsque deux séquences sont comparées, les différences observées delimitent

des segments de longueurs variables {voir figure ci-dessous).

segment contenant 1 différence (k = 1)

segment contenant 0 différence (k = Q)

On peut classer les segments en fonction du nombre de différences qu'ils
contiennent. Pour chaque classe correspondant & une valeur de k, il y aura un
segment de longueur maximale. On voit que pour chaque classe, le segment le plus

long sera celui qui aura |a plus faible densité. Pour une paire donnée, la recherche de

11



la zone la plus susceptible d'avoir subi une conversion génique consistera donc a

repérer, pour chaque valeur de k, le segment le plus long.

Eff la sélection naturall

Il n'y a pas que la conversion génique qui soit a I'origine de zones a faible
densité. Siles deux génes comparés ont des fonctions analogues, il se peut que du
fait de la sélection naturelle, leurs domaines fonctionnels se ressemblent beaucoup.
Ces ressemblances se traduiront par des successions d'acides aminés communs.
Méme si la sélection naturelle n’empéche pas 'apparition de differences synonymes,
ces zones auront tendance a avoir une faible densité. Si deux génes ont & peu prés la
méme fonction, les effets conjugués de Ia sélection naturelle et de la teneur en GC

peuvent avoir pour résultat des zones quasi identiques pour ces deux génes.

Pour dissocier les effets de la conversion génique de ceux de la sélection
naturelle, deux approches sont possibles. Siles n génes de la famille ont des
fonctions analogues, on peut former les n (n-1) / 2 paires de séquences possibles et
comparer leurs zones & faible densité. Une autre approche consiste & utiliser comme
mesure de densité le rapport Ks = Ms/Ns (Li and al. 1985). Le repérage des zones qui
minimisent ce rapport n'est pas aussi facile que dans le cas précédent. On peut
balayer la paire avec une fenétre de longueur variable | (| est un multiple de 3) se

déplagant de trois nucléotides a la fois.  Contrairement au cas précédent, les
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comparaisons ne se font plus entre régions ayant la méme longueur mais entre régions
ayant le méme nombre de sites synonymes. La valeur Ns d'un segment déepend de sa
composition en acides aminés. Cela signifie que deux segments ayant la méme

longueur n'auront pas forcément la méme valeu, de Ns et ne seront pas forcément

comparables.

On peut aussi mesurer la valeur de Ms/Ns pour chaque paire de codons
(cas ou | = 3). Ainsi, on obtient une signature pour la paire de séquences. Eile peut
&tre comparée aux signatures obtenues pour les autres paires. Ces signatures

peuvent &tre analysées dans le cadre de |a théorie des marches aléatoires.

b) Eff r 'ensembl la matri

On part du principe que les génes qui forment la matrice sont tous dérivés d'un
ancétre commun. Ces génes sont arganisés en phylogénie. Pour cette raison,
certains types de rapports existent entre eux. En plus de créer des zones a faible

densité, la conversion génique va affecter les rapports qui existent entre les lignes de la

matrice.

A chaque paire de génes, on peut associer une distance phylogénétique. Sio
est I'ancétre commun le plus récent du géne A et du géne B, la distance

phylogénétique entre A et B sera le nombre de substitutions qui se sont effectivement
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produites pour passer de Oa Aetde O aB. Pourngeénes, ilyauran(n-1)/2
distances phylogénétiques. Siles génes sont organises en phylogenie, ces distances
devront étre cohérentes, elles devront obligatoirement satisfaire certaines relations
algébriques. Les distances phylogénétiques ne sont pas connues mais elles peuvent

étre évaluées a partir des valeurs de densités.

A chaque matrice de données, on peut donc associer un vecteur Van {n-1} / 2
composantes qui représente 'évaluation des distances phylogénétiques pour toutes les
paires de sequences. A chaque maltrice de dannées. on peut aussi associer un
vecteur N dont les coordonnées sont les valeurs exactes des distances

phylogenetiques entre les séquences de la matrice.

D'une fagon générale, la conversion génique aura pour effet de perturber les
rapports qui existent entre les lignes de la matrice et leur degré de cohérence. Elle

accroit I'erreur d'ajustement qui existe entre le point V et le point N.

B - METHODES DE DETECTION

Parmi les méthodes existant actueliement, on peut distinguer deux catégories
d'approches trés différentes : les méthodes de compatibilité et ies méthodes de
simulation. Les méthodes de compatibilité privilégient I'approche phylogénétique.

Elles consistent essentiellement a interpréter 'information phylogénétique disponible.
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Avec ces méthodes, les conversions géniques sont détectées de fagon plutdt indirecte.
Des conversions géniques seront postulées pour expliquer certaines anomalies, pour
résoudre certaines contradictions. Comme elles dépendent des phylogénies, les
méthodes de compatibilité nécessitent beaucoup d'information préalable. Les
méthodes de simulation privilégient I'approche statistique et ne font pratiquement pas
appe! aux phylogénies. Elles consistent a simuler des situations qui auraient pu se
produire dans e passé. On génére des données hypothétiques en permutant les sites
silencieux des données observées. L'avantage de ces méthodes est gu'elles peuvent

atre utilisées méme si I'on dispose de peu d'information sur la famille étudiée.

1) METHODES DE COMPATIBILITE

Les premiéres méthodes proposées consistaient tout simplement & comparer les
génes et & repérer les séquences intergéniques semblables (Slightom et al. 1980).
L'information était alors présentée sous forme d'histogramme, chaque barre
représentant le nombre de difiérences observées dans un intervalle de longueur

déterminée (généralement 100 nucléotides).

Bien qu'ayant été appliquée avec succés dans quelques cas tres particuliers
cette méthode s'avéra insuffisante car, comme on I'a déja mentionné précédemment,
des zones de similitudes peuvent étre dues a I'effet de la sélection naturelle. A la fin

des années 80 il fut nécessaire de mettre au point des méthodes plus sophistiquées.
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La plupart des méthodes de compatibilité mettent en jeu plusieurs especes
(méthodes interspécifiques). On peut citer, entre autres, la méthode d'Andersson et
al., appliquée au complexe d'histocompatibilité majeure (HMC) (Andersson et al. 1991)
et ia méthode de Menotti-Raymond et al., appliquée a plusieurs especes de
drosophiles (Menotti-Raymond et ai. 1991). Cette méthode fut appliquée a I'étude du
locus Adh de Drosophila hydei. Des comparaisons interspécifiques sont effectuees
afin de déterminer si les similitudes observées au niveau de ce locus sont dues a des
conversions génigues ou & une duplication récente. En prenant en compte
I'information disponible quatre scénarios (phylogénies) décrivant 'évolution de D. hydei
et de D. mojavensis sont proposés. Ces quatre scénarios peuvent étre testés car ils
impliquent chacun un degré de divergence différent entre génes de la méme espece et
génes d'espéces différentes. La mesure des divergences est effectuée en évaluant le
pourcentage de différences et les valeurs de K, pour les génes impligués. Une
méthode interspécifique exemplaire est ceile de Fitch et al. Cette méthode nécessite
beaucoup d'information préalable, la connaissance des orthologues et des phylogénies
d'espéces. Elle permet dans certains cas d'identifier des conversions géniques entre
génes ancestraux (Fitch et al. 1990). Cette méthode est fondée sur le principe de
parcimonie. Pour chaque site les arbres d'espéces sont reconstitués en postulant un
nombre minimal de substitutions. En comparant les phylogénies ainsi obtenues on

peut déceler les zones de conversion genique.

Il existe deux types d'homologies entre les génes : les génes orthologues sont
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dérivés d'un ancétre commun avant le processus de spéciation, les génes paralogues
sont le résultat de duplications qui se sont produites a l'intérieur d'une méme espéce.
Si pour un site donné, un nucléotide est commun a deux génes paralogues on
considére que ce site favorise I'nypothése d'une conversion génique. Sid'autre part,
pour un site donné, les génes paralogues sont différents alors que les genes
orthologues sont semblables on considére que le site favorise 'hypothese d'une
absence de conversion génique. Ce type de situation suggere, en effet, une évolution
indépendante des génes provenant de la méme espéce. Les zones de conversion

seront celles qui coincident avec une succession de sites favorisant I'hypothese d'une

conversion génique (voir aussi p. 51}.

Cette méthode est en général assez fiable mais comme ['analyse doit étre
effectuée manuellement, site par site, eile peut parfois étre extrémement laborieuse.
Dans le but de simplifier cette méthode Fitch et Goodman ont mis au point une
méthode semi-automatique baptisée "scanning phylogénétique" (Fitch and Goodman
1991). Cette méthode exploite les informations fournies par les algorithmes de
reconstitution phylogénétique. Méme s'il est erroné un arbre phylogénétique obtenu de

cette fagon nous renseigne sur 'emplacement d'éventuelles conversions géniques.

Lorsque des génes provenant d'une méme espéce ne sont pas impliqués dans
des conversions géniques et évoluent indépendamment les uns des autres les

algorithmes phylogénétiques auront tendance a les regrouper avec leurs orthologues
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plutdt qu'avec leurs paralogues. Dans la mesure otl les conversions géniques se
produisent aprés la spéciation, des génes impliqués dans des conversions auront
tendance a étre regroupés avec leurs paralogues. Des conversions géniques peuvent
se produire a tous les niveaux de l'arbre phylogénétique, aussi bien au niveau des
ancétres qu'au niveau des descendants. Toutes sortes de situations sont donc
possibles et & chaque situation on peut associer un arbre phylogénétique reconstitué
qui, méme s'il ne correspond pas a la bonne phylogénie, décrit un résultat possible de

('application de I'algorithme phylogénétique choisi.

En tenant compte de l'information déja disponible on peut proposer un certain
nombre "d'arbres-hypothéses”. Le nombre d'arbres possibles peut étre assez éleve
mais si on connait déja la bonne phylogénie la tache peut étre grandement simplifiée
car un grand nombre d'arbres peuvent étre éliminés d'office. Les arbres hypothétiques
sont ensuite testés sur de petites régions des génes. L'ensemble des données (les
génes alignés) est balayé par une fenétre de longueur déterminée a l'avance {en
l'occurrence 20 nuléotides). Afin d'éviter que les fenétres soient totalement isolees de
leur contexte le pas (jump) est choisi de fagon gu'elles se superposent. Ainsi pour une
fenatre de 20 nucléotides le pas sera de 10 nucléotides seulement. Un algorithme
phylogénétique teste les arbres hypothétiques et les classe en fonction de leur degré
de concordance avec les données incluses dans la fenétre. Lorsque le balayage est
terminé on obtient pour chaque fenétre un classement hiérarchisé des arbres

hypothétiques. En examinant les arbres qui viennent en téte du classement on peut
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déterminer a quels endroits des génes et & quel niveau de la phylogénie les

CONnversions géniques se sont produites.

Parmi les méthodes intraspécifiques, on peut citer la méthode de Drouin et
Dover. Cette méthode fut appliquée aux exons des génes d’actines de la pomme de
terre. Elie suppose que I'on connaisse déja la phylogénie exacte des génes de la
famille. Ce sera le cas si la famille n'a pas été le siége de conversions géniques
importantes (macro conversions). Si tel est le cas, ia phylogénie peut étre obtenue
par les méthodes habituelles de reconstruction. La méthode de Drouin et Dover
consiste a repérer les sites incompatibles avec la phylogénie ainsi obtenue. Elle
permet de détecter d'éventuelles micro conversions (Drouin and Dover 1990). On peut
mentionner aussi la méthode heuristiqgue de Jotun Hein. A partir du principe de
parcimonie, cette méthode permet, dans certains cas, de reconstituer une phylogénie

en tenant compte des conversions géniques (Hein 1993).

2) METHODES DE SIMULATION

Une méthode statistique importante est celle de Stephens (1985). Dans le test
de Stephens les séquences sont alignées et seuls les sites polymorphes (comportant
au moins deux bases différentes) sont considérés. Les sites monomorphes sont exclus
de I'analyse. Une partition est obtenue en regroupant les séquences ayant, a un site

donné, des nucléotides identiques. A chague site polymorphe correspond donc une
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partition de I'ensemble des génes de la famille. Les sites correspondant a la méme
partition sont appelés sites congruents. Pour simplifier on peut ne considerer que ies
sites polymorphes n'ayant que deux variantes possibles. Chacun de ces sites divise le
groupe de séquences en deux sous-groupes (partition binaire). Pour m séquences il y
aura 2™ - 1 partitions binaires possibles. Une partition binaire est dite primaire
lorsqu'eile a été obtenue par une substitution unique ayant sffectée, a un moment
donné, le site de I'ancétre commun & toutes les séquences. Une partition binaire est
dite secondaire lorsqu'elle est le résultat d'événements plus complexes tels que des
substitutions multiples, des convergences, des reversions ou encore des conversions
géniques. Dans ie cas de conversions géniques on s'attend a ce que les sites
congruents s'agrégent dans une région des séquences considérées. |l est possible de

déterminer si l'agrégation de sites congruents est statistiquement significative.

Les autres méthodes sont celles qui ont été choisies pour réaliser cette étude. |l
s'agit d'une méthode interspécifique, la méthode des codoubles (Balding et al. 1992} et
de deux méthodes intraspécifiques, a méthode de Sawyer (Sawyer 1989) et la
méthode des densités (présentée dans cette étude). Etant donné leur nature, ces
méthodes ne peuvent étre appliquées qu'aux exons des génes étudiés. Elles seront

présentées au chapitre Il.
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C - OBJECTIFS A ATTEINDRE

Le but de ce projet fut d'utiliser 5 méthodes différentes dont la méthode de
Sawyer (1989) et & la méthade des codoubles (Balding et al. 1992), afin de détecter la
conversion génique chez les trois familles multigéniques suivantes : la famiile des
génes d'actines végétales, la famille des globines de primates et la famille des génes
mammaliens de type Zfx/Zfy. Comme les méthodes de Sawyer et de Balding et al. ne
permettent pas de déterminer ol se situent les zones de conversion génigue, on a
cherché a mettre au point une méthode permettant diidentifier les genes impliqués et

de localiser les zones de conversion (Méthode des densités).

Lorsque les données s’y prétaient, lorsque I'information phylogénétique
disponible était suffisante, on a aussi utilisé une méthode de compatibilité (analyse site

par site) qui est une variante de la méthode de Fitch et al (1990).

Afin de tenir compte des caractéristiques particuliéres de certaines donnges (les

génes de type Zfx/Zfy), on a mis au point une variante de la méthode des codoubles (la

méthode des taux variables).

On a donc utilisé, au total, quatre méthodes de simulation et une méthode de

compatibilité. En plus de généraliser la méthode de Balding et al. au cas de lisoleucine
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il a fallut mettre au point deux méthodes statistiques (la méthode des taux variables et

la méthode des densités) et une méthode de compatibilite.

Les données analysées sont constituées exclusivement de séquences d'exons.
Un premier groupe de données est constitué de séquences provenant de la famille des
génes d'actines végétales. Ces génes proviennent des cing aspeces d'angiosperme
suivantes : Pomme de terre (Solanum tuberosum), Mais (Zea maize), Tabac (Nicotiana

tabacum), Soja (Glycine max) et Tomate (Lycopersicon esculemtum).

Le deuxiéme groupe de données comprend les séquences suivantes : les exons
des globines & et B de 'Humain (Homo sapiens) et du Tarsier (Tarsius Syrichta), les

exons des globines y1 et y2 de 'Humain et de I'Orang-outang (Pongo pygmaeus).

Le troisiéme groupe de données est constitué d'exons provenant des génes de
doigts & zinc liés aux chromosomes sexuzls des mammiféres (génes Zfx et Zfy). Les
séquences utilisées sont les domaines codant pour les doigts a zinc. Ces séquences
proviennent des sept espéces suivantes : Humain (Homo sapiens), Orang-outang
(Pongo pygmaeus), Babouin (Papio cyanocephalus), Singe écureuil (Siamiri
boliviensis), Renard (Dusicyon thous), Souris (Mus musculus) et Rat (Rattus

norvegicus).

22



CHAPITRE Il - METHODES

A - ALIGNEMENT DES SEQUENCES

La liste des génes d'actine utilisés pour cette analyse est présentée dans les
pages suivantes (tableau 1). Pour obtenir les différentes matrices de départ, les genes
ont été alignés manuellement. Comme les actines ont des génes trés conserves, cet

alignement ne pose aucun probleme.

Les génes de globines ont déja été étudiés du point de vue de Ia conversion
géniques par des méthodes de compatibilité. On sait que les résuitats des analyses
phylogénétiques dépendent beaucoup de l'alignement utilisé. Afin de pouvoir
comparer les résultats des méthodes de simulation avec ceux des méthodes de
compatibilité on s'est servi des mémes alignements pour les deux méthodes. Les
alignements dont on s’est servi pour les globines et les genes de doigts a zinc sontles
mémes que ceux qui ont été utilisés pour effectuer les analyses de compatibilite. (Fitch
et al. 1990, Koop et al. 1989, Shimmin et al. 1994) La liste des génes de doigts a zinc
utilisés est présentée au Tableau 2. Les alignements utilisés pour les globines sont
disponibles & la banque de données Genbank / Embl. Pour les globines v, et y,, les
numéros d'acces sont respectivement J04428 et J04429 (Koop et al. 1989). Pour

I'alignement des globines & et B, le numéro d'acces est DS5020. DAT (Fitch et al.

1990).
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Tableau 1. Liste des séquences d'actines végétales utilisée pour cette étude

Espéce Geéne N° d'acces Référence
Pomme de terre PoAc 58 X55749 Drouin &
{Solanum tuberosum) Dover
PoAc 71 X55750 (1990)
PoAc 75 X55753 "
PoAc 97 X55751 "
PoAc 101 X55752 "
pot 46 Moniz de Sa
and Drouin
(1996)
pot 66 )
pot 79 "
pot 82 i}
pot 42 "
pot 65 y
Mais MAc 1 J01238 Shah et al.
(Zea maize) (1982)
maz 56 Moniz de Sa
and Drouin
(1996)
maz 63 "
maz 65 "
maz 81 "
maz 83 !
maz 87 y
maz 89 "
maz 95 "
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Tableau 1. (suite)

Espéce Géne N° d'acces Référence
Tabac TAc 25 X63603 Thangavelu
(Nicotiana tabacum} et al.
(1993)
tob 54 Moniz de Sa
and Drouin
(1996)
tob 71 "
tob 93 "
tob 103 "
tob 104 "
Soja SAC 1 J01298 Shah et al.
(Glycine max) Sac 3 J12087 (1982)
Soy 57 Moniz de Sa
: and Drouin
(1996)
Soy 58 "
Soy 69 "
Soy 70 "
Soy 86 "
Soy 109 "
Soy 110 "
Soy 115 "
Soy 118 "
Soy 119 "
Tomate tom 32 Moniz de Sa
(Lycopersicon and Drouin
esculemtum) (1996)
tom 41 "
tom 51 "
tom 52 "

Les numéros d’accés sont ceux des banques de données Genbank et Embi.
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Tableau 2. Liste des séquences de type Zix/Zly

Espece Gene N° d'acces Référence

Orang-outang Zfx X75169 Shimmin et

(Pongo pygmaeus) Zty X75176 al. (1994)

Babouin Zfx X75174 "

(Papio cyanccephalus)  Zfy X75173 "

Singe écureuil Zfx X75175 *

(Siamiri boliviensis) Zty X75170 "

Rat Zfx X75171 *

(Rattus norvegicus) Zfy X75172 "

Humain ZFX M26946 Schneider-Géadicke
2t al. (1989)

(Homo sapiens) ZFY J03134 Page et ai. (1987)

Souris Zfx M32308 Mardon et al.{(1990)

(Mus musculus) Zfy M24401 Mardon and Page
{1989)

Renard Zfx M81106 Lanfear and
Holland

(Dusicyon thous) Zfy “ (1991}
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B - METHODES STATISTIQUES

1) PRINCIPES GENERAUX

Les quatre méthodes statistiques utilisées pour cette étude ont toutes un certain
nombre de caractéristiques communes. Elles reviennent toutes & simuler des données
hypothétiques et & comparer les résultats de cette simulation avec les données
observées. Dans les quatre cas, la simulation est effectuée en rearrangeant les sites

silencieux. Pour illustrer le principe de base de ces méthodes, considérons I'exemple

simpie ci-dessous.

Polypeptide
Ancétre AAT TAT AAA GAA NYKD
! l l ! !
AAC TAT AAT GAA NYND
! | I ! !
Séquence AAC TAT AAT GAG NYND

observee

Cet exemple indique les substitutions qui se sont effectivement produites pour

passer de I'ancétre a la séquence connue.

Dans cet exemple, on suppose :
- que la probabilité d'une mutation est la méme tout le long du geéne.

- que la sélection naturelle s’exerce au niveau du phénotype (de la chaine

polypeptidique).



Comme les substitutions synonymes n'ont pas d'effet sur ie phénotype, on
s'attend a ce gu'elles soient disposées de fagon aléatoire. Cela signifie qu'on aurait pu

avoir avec une égale probabilité 1a situation représentée ci-dessous.

Polypeptide
Ancétre AAT TAT AAA GAA NYKD
All'\T T;\C Ajﬂ\T Gll\A NYIND
Séquence A:L\T T/l\C Ajﬂ\T G/lkG NYlND

observée

La séquence du géne ancestral n'est généralement pas disponible mais si on
dispose de la sequence d'un géne descendant du méme ancétre que le géne

considéré, on a la situation représentée ci-dessous.

duplication

AN

Si les trajets XA et XB sont aléatoires, alors le trajet AB sera aléatoire. Les
différences observées chez la paire AB seront aussi disposées de fagon aléatoire.
En réarrangeant les différences et les simititudes observées sur les troisiemes siles
des codons synonymes, on génére une population Q de dispositions qui sont toutes

équiprobables. Si une disposition est non aléatoire (par exemple si elle est due a une
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conversion génique), elie n'aura pas la méme probabilité que les dispositions de
la population Q. On peut remarquer que ce type de réarrangement n'affecte pas le

rapport Ms/Ns.

2) METHODE DE SAWYER

La méthode de Sawyer fut mise au point, a l'origine, pour remédier aux
inconvénients d'une autre méthode statistique, la méthode de Stephens (Stephens
1985 et voir p.19). La méthode de Stephens fut appliquée avec succes a I'étude de la
conversion génique chez des bactéries et chez des primates. Cette méthode a
cependant ses limites car, comme le fait remarquer Sawyer, elle ne peut étre appliquée
efficacement qu'a un nombre restreint de séquences. Si les séquences comparées ont
un degré de polymorphisme un tant soit peu élevé et/ou si leur nombre est élevé (plus
que trois ou quatre) il devient trés difficile de trouver un nombre suffisant de sites
congruents. Dans le cas d'un nombre élevé de séquences le probleme des
comparaisons multiples peut se poser car, étant donné le nombre impartant de
partitions binaires possibles, il peut arriver que certaines partitions aient une distribution

non uniforme tout-a-fait par hasard.

Pour remédier & ces inconvénients Sawyer proposa une méthode pouvant
s'appliquer méme lorsque le nombre de séquences considérées est trés élevé.

Comme la méthode de Stephens la méthode de Sawyer consiste & tester deux
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hypotheses mutuellement exclusive: | 'hypothése H, est celle d'une disposition aléatoire
des arrangements observés, I'hypothése H, est celle d'une conversion génique ou, plus
précisément, d'une disposition non aléatoire des arrangements observés. La
distribution correspondant a H, en inconnue mais on peut échantillonner la distribution
correspondant a H,. Une variable aléatoire refiétant ia présence de zones a faible
densité est définie et une simulation permet d'approximer sa distribution.On peut alors

estimer la valeur P.

Comme le test de Stephens, le test de Sawyer s'applique aux sites
polymorphes,. comme il ne concerne que les exons il ne considere qu'un sous-
ensemble de ces sites: les sites polymorphes silencieux. Pour une séquence donnée
un sous-ensemble des sites polymorphes silencieux délimite deux types de fragments:
des fragments internes et des fragments externes. Dans le cas des fragments internes
une séquence donnée peut étre découpée de plusieurs fagons, dans le cas des
fragments externes il n'y a qu'un seul découpage possible. Les fragments externes
sont délimités par les sites polymorphes silencieux correspondant a une partition dont
un des sous-groupes contient  la fois la séquence fragmentée et au moins une des

autres séquences des génes de la famille inclus dans I'analyse.

En définissant les fragments externes de cette fagon, on cherche & repérer des
séquences de nucléotides n'apparaissant que chez un seul des genes du groupe

considéré. L'examen des fragments externes permet de déterminer si des conversions
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se sont produites entre les génes provenant du groupe considéré {les génes connus et
séquencés) et des génes extérieurs au groupe et qui pourraient ne pas étre
disponibles. Les fragments internes et externes peuvent étre condensés ou non
cordensés suivant gue l'on considéere seulement fes sites polymorphes silencieux ou
tous les sites de la séguence. Dans cette méthode deux types de variables aléatoires
sont définies. Ces variables, appelées SSCF et SSUF, s'appliquent respectivement
aux fragments condensés et aux fragments non condensés. Comme les fragments
peuvent étre internes ou externes il y a donc quatre tests possibles. Dans chaque cas
on pourra estimer la valeur P. Un résultat sera considéré comme significatif s'il est < a

195, La probabilité d'une erreur de type | sera donc 5%.

La méthode de Sawyer fut surtout congue pour étre appliquée aux bactéries et
aux virus. Le groupe de données étudié comprenait 7 souches d'E. Coli {locus gnd), 8
souches d'E. Coli pour le locus phoA et 13 souches du virus de l'influenza A de
I'humain {locus NS). Méme s'il n'y a pas de reproduction sexuée ni de meiose chez les
bactéries et méme si les comparaisons se font plutét entre souches bactériennes, la
situation observée chez les bactéries peut étre mise en paralléle avec ce qui se passe
chez les eucaryotes. En effet, la condition & remplir pour que le test de Sawyer puisse
gtre appliqué est que les génes des différentes souches bactériennes soient organisés
en phylogénie. On s'attend & ce que ces génes participent & des recombinaisons de
type conversion génique. Chez les eucaryotes, les conditions d'application du test de

Sawyer seront remplies si I'on considére un groupe de génes organisés en phylogénie
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{(en famille multigénique) et appartenant au méme organisme. La méthode de Sawyer
peut donc étre appliquée aux eucaryotes en tant que méthode intraspécifique. Elle ne
peut fonctionner que s'il existe un certain contraste entre les zones converties et les
zones épargnées par la conversion. Si toutes les séquences d'exons ont été
impliquées dans une conversion génique, les deux génes comparés seront
pratiquement identiques. Si on n'examine que les exons, une conversion de cette
ampleur deviendra indétectable. La méthode de Sawyer ne peut donc pas faire de
distinction entre le résultat d’'une duplication récente et les effets d'une conversion

génique de grande ampleur recouvrant {a totalité des exons.

Puissan

On a vu que dans la méthode de Sawyer la probabilité de rejeter H, alors que H,
est vraie {erreur de type 1) est 0.05. L'évaluation de la probabilité d'une erreur de type
Il présente certaines difficultés et, d'une fagon générale, le probléme de la puissance

des tests se pose pour chacune des méthodes statistiques utilisées pour cette étude.

L'identification de conversions géniques va souvent de paire avec la
reconstruction d'une phylogénie et si fe but recherché est 'obtention de la bonne
phylogénie il devient important de pouvoir apprécier la probabilité d'une erreur de type
Il {ne pas rejeter H, aiors que H, est fausse). L'évaluation de la puissance des tests et
de ta probabilité d'une erreur de type 1! est rendue difficile par le fait que la distribution
correspondant & H, estinconnue. On peut étre tenté de déterminer la probabilite d'une
erreur de type 1l de fagon analytique en simplifiant le modéle de référence. Cette
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approche est peu satisfaisante car le modéle de référence est déja, iui méme, une
simplification (voir p. 115). Une apprache plus prometteuse est celle de |a simulation

déterministe ou modélisation.

A cause des difficultés que présente I'évaluation de la puissance des tests et
comme les méthodes utilisées dans le cadre de cette étude se placent plutdt du point
de vue de la conversion génique que de celui de la phylogénie, le probleme de la
détermination d'une erreur de type |l est rarement envisagé. Il n'y a guére que dans la

méthode de Sawyer que le probléme de la puissance des tests est abordé.

L.a méthode proposée par Sawyer pour évaluer la puissance de son test est, en
fait, une modélisation. Pour que la modélisation soit suffisamment véridique elle fut
effectuée en slinspirant d'une situation réelle : I'évolution du locus gnd d'E. Coli. Afin
de recréer une évolution possible de ce type de géne c'est la séquence consensus des

7 génes connus qui fut utilisée comme séquence ancestraie.

A partir d'un arbre phylogénétique plausible il fut possible de reconstituer un
processus évolutif produisant sept descendants différents. Pour reconstituer ce
processus un certain nombre de régles furent proposées. Les mutations non
synonymes furent rejetées de fagon aléatoire avec une probabilité de 50%. Les
mutations synonymes mettant en jeu des transitions furent toutes sélectionnees. Pour

tenir compte du fait que les transversions sont généralement moins probables que les
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transitions elles ne furent retenues, elles aussi de fagon aléatoire, que dans 50% des cas.

Ces régles furent choisies de fagon a obtenir une proportion de sites deux fois et
guatre fois dégénérés comparable a ce qui fut observé dans ies données. On calcula
que pour obtenir 81 sites silencieux il était nécessaire d'introduire 216 mutations
potentielles. Une premiére simulation effeciuge sans conversion génique en
introduisant 216 mutations potentielles donna, pour tous les tests, des résultats non

significatifs.

Pour modéliser la situation correspondant a I'hypothése H, on postula 80
conversians géniques de longueurs variant entre 50 et 200 bases (la séquence du
locus gnd comporte 768 bases). Les segments correspondant & ces conversions,
localisés de fagon aléatoire, furent transférés a des génes choisis au hasard. Cette
deuxiéme simulation montra que des conversions de peu d'ampieur mais sufisamment
nombreuses peuvent homogénéiser rapidement I'ensemble des données et réduire le

nombre de sites polymorphes silencieux de fagon considérable.

Par expérimentation il fut possible de montrer que, dans de telles conditions,
pour obtenir un nombre suffisant de sites polymorphes silencieux, entre 60 et 99, il
fallait environ 414 mutations potentielles. Une simulation incluant 414 mutations
potentielles et 80 conversions géniques fut effectuée dans les conditions décrites
précédemment. Les données obtenues de cette fagon furent analysées avec le test de

Sawyer. Les valeurs P mesurées pour les variables SSCF et SSUF furent égales a 0.
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Pour les deux simulations déterministes le test de Sawyer fournit les résultats
attendus. Méme si le test semble fonctionner correctement I'évaluation d'une erreur de
type Il nécessiterait une approche plus sysiématique, plusieurs milliers de simulations
seraient nécessaires. Ce type de modélisation nous renseigne sur certaines limites du
test, il suggére que des conversions géniques de peu d'ampleur mais suffisamment
nombreuses peuvent rapidement homogénéiser les données et rendre le test de
Sawyer inopérant. Méme si la simulation de processus évolutif chez les eucaryotes
nécessiterait probablement un systéme de régles pius complexes, la modélisation

proposée par Sawyer suggére une fagon de résoudre le probléme de la puissance des

tests.

Pour évaluer la puissance des tests de fagon adéquate il faudrait mettre au point
des modeles déterministes ayant un niveau de complexité au moins égale a celu des
modeles de référence (voir p. 115). En répétant ce type de simulation un grand
nombre de fois en faisant varier le nombre de ségquences, leurs tailles, la fréquence

des conversions, la phylogénie, etc... il serait possible d'évatuer l'erreur de type 1l

On ne peut pas sous-estimer le probleme de I'evaluation de la puissance des
tests mais étant donné la complexité des modéles mis en jeu une simulation
déterministe, effectuée de facan systématique, dépasserait largement le cadre limité de

cette étude et nécessiterait, en fait, la réalisation d'un projet distinct.
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3) METHODE DES CODOUBLES

a) Méthode de Balding et al.

Cette méthode peut étre utilisée lorsque les génes orthologues de deux especes
voisines ont été identifiés. Comme pour la méthode de Sawyer, on veut tester
I'hypothése d'une disposition non aléatoire des différences observées parmi les sites
silencieux. Contrairement au test de Sawyer, ie test des codoubles n’est pas fondé sur
un contraste entre zones de densités différentes mais sur la détection de phénoménes
de convergence entre des génes censés évoluer séparéement. Pour cette raison et
comme une comparaison est faite entre les families multigéniques de deux especes
différentes, ce test peut détecter des zones de conversion génique de grande ampleur
méme si elles recouvrent |a totalité des exons. Considérons le cas ou I'on compare
deux paires de génes orthologues provenant de deux espeéces, A et B. Dans ce cas,
on a deux classes d'orthologues, A1B1 et A2B2. L'information connue peut étre

résumée par le diagramme ci-dessous.

duplication

spéciation

A1 A2 B B2 génes orthologues
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Comme la duplication s'est produite avant la spéciation, cette situation

correspond a la phylogénie représentée ci-dessous (fig.a).

duplication

spéciation

N

At Bl A2 B2

Si la bonne phylogénie est celle de |a Figure a et 'il y a eu conversion génigue,
les méthodes de reconstruction phylogénétique risquent de donner une phylogénie

éronée, celle de la figure ci-dessous (fig.b).

Al A2 B B2
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Dans la mesure ou les familles appartenant & A et a B sont isolées par la
spéciation, on s'attend a ce que leurs différences synonymes soient réparties de facon

aléatoire.

DETERMINATION DES SITES INFORMATIFS

Les génes orthologues des deux espéces sont alignés dans {'ordre suivant :
[A1 B1 A2B2]. On ne considére que les sites correspondant & des codons synonymes
pour les quatre séquences. Seuies les classes de synonymie 2, 3 et 4 sont
envisagées. Pour ces catégories, les seuls sites variables sont les troisiemes sites des
codons. Seules les colonnes correspondant & ces sites seront considérées comme
informatives. Soit n, le nombre de ces colonnes pour une classe de synonymie
donnée. Sid est le nombre de sites correspondant a une différence et sil est le
nombre de sites sélectionnés correspondant & deux nucléotides identiques, il y aura d+|
pris | & |a fois permutations possibles. Etant donné la facon dont les sites ont été
sélectionnés d + | sera forcément un multiple de 2 et on aura d + 1 = 2n. Certaines des
n colonnes informatives seront monomorphes et parr.i les colonnes polymorphes, on

aura quatre arrangements possibles :
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Simple ( type a ) N1N1, NAN2], [ N1N1, N2N1 ], [ NTN1, N2N3 |

Simple ( type b ): [ NTN2, N1N1 ], [ N1N2, N2N2 ], [ NTN2, N3N3 ]

Doubie: [ N1N2, N1N2 |, [ NTN2, N2N1 ], [ N1N2, N3N1 ], [ N1N2, N1N3],
[N1N2, N2N3 ], [ NTN2, N3N2 ], [ N1N2, N3N4 ]

Ou N1, N2, N3 ... sont des nucléotides différents. On définit un codouble comme
I'arrangement particulier suivant : [ NTN2, NIN2 ]. On redistribue les différences
observées entre les deux familles et I'on veut déterminer quelle proportion
d’arrangements obtenus de cette facon comporte au moins X codoubles { x = nombre
de codoubles observés dans les données ). Comme dans le test de Sawyer les
réarrangements sont effectuées a l'intérieur de chaque classe de redondance. Le
choix de la variable aléatoire peut s'expliquer soit en relation avec le phénomene de

convergence, soit dans le cadre de la méthode de parcimonie.

Considérons deux génes provenant de la méme famille, considérons un site

particulier s de ces deux génes. Avant la spéciation, il n'y a que deux situations

possibles :
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geéne 1 géne 2

Situation 1 ---N1--- —-N1---
Situation 2 ---N1--- —--N2---

Les nucléotides correspondant au site s sont soit identiques, soit différents.
Aprés la spéciation, pour obtenir un codouble a partir de la situation 1 il faudra deux

substitutions aux sites homologues, chez la méme espéce, dont une convergence.

Exemple :
gene 1 gene 2
Espece A ---N1--- —-N1---
Espece B ---N1--- . \ -
{
Espéce A ---N1--- —--N1---
Espéce B ---N2--- —--N2---
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Pour obtenir un codouble a partir de la situation 2, il faudra deux convergences

(N2-N1 et N1-N2).

gene 1 géne 2
Espece A ---N1--- ---N2---
Espéce B ---N1--- ---N2---
Espéce A ---N1--- —-N1---
Espéce B ---N2--- ---N2---

Comme les phénomeénes de convergence sont peu fréquents, surtout dans le
cas des sites dégénérés quatre fois, s'il n'y a pas eu de conversion génique, on

s'attend & ce que les codoubles soient des événements plutdt rares.

Lorsqu'on effectue une reconstitution phylogénétique avec la méthode de
parcimonie, on suppose que |la phylogénie la plus probable est celle qui nécessite le
plus petit nombre de substitutions. Cette méthode revient, en fait, a dénombrer des
colonnes d'un type particulier, appetées colonnes de parcimonie. Pour quatre
séquences, il y a trois phylogénies possibles et trois colonnes de parcimonie. La figure

ci-dessous représente les arbres correspondant a ces trois colonnes de parcimonie.
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N1 ‘N1 N1 N2

N2 N2 N1 N2

(a) (b)
N1 N2
NZ ‘N1

Chague colonne de parcimonie favorise une phylogénie particuliére. La
phylogénie considérée comme la pius probable (la plus parcimonieuse; sera celle qui

correspond aux colonnes de parcimonie les pius nombreuses.

On remarque que, pour obtenir les arbres (a) et (c), il faut au minimum deux
substitutions, alors que I'arbre (b) ne nécessite qu'une substitution. Une fagon
équivalente de procéder consiste donc a chercher laguelle des trois phylogénies

possibles va maximiser le nombre de colonnes de parcimonie de type (b).

Un codouble est en fait une colonne de parcimonie. Siles hypothéses de la
méthode de Balding and al. sont respectées, le codouble correspondra a la figure
(a). S'il n'y a pas eu de conversion génique, on s'attend a ce que les colonnes de type

(b) soient plus nombreuses que les colonnes de type (a) ou (c). Une conversion

42



génique aura pour effet de faire disparaitre les colonnes de type (b) ou (c) qui se
situent dans la région de conversion. Une conversion génique n'aura, en revanche,
aucun effet sur les codoubles. Pour quatre séquences, il y a 14 types de colonnes
possibles et donc 11 colonnes qui ne sont pas des colonnes de parcimonie. Certaines
de ces colonnes deviendront des codoubles (suivant la polarité de la conversion). Par
exemple, si les colonnes sont dans I'ordre : [A1B1 A2B2] et s'il y a conversion génique
de A2 vers A1, les colonnes de type [NTN1N2N1] ou [N1N2N3N2] deviendront des
codoubles. On voit comment une conversion génigue peut perturber le dosage des

colonnes de parcimonie et étre & I'origine d'une proportion plus grande de codoubles.
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Cas de lisoleucine

La méthode de Balding et al. fut mise au point dans le but d'étudier les génes
codant pour les pigments visuels chez 'Homme et chez le Singe Diana. L'etude portait
sur les exons codant pour les pigments vert et rouge. Ces derniers étant assez
restreints {(au total 264 nucléotides), aucune différence ne fut observée au niveau des
codons correspondant a isoleucine. Pour cette raison, la méthode de Balding et al.

n'envisage pas le cas de l'isoleucine.

Soit n, le nombre de sites sélectionnés, t +t' le nombre de transitions observées
entre les séquences des espéces AetBetr +r le nombre de transversions observees
entre les sequences des espéces A et B. Pour lisoleucine, la probabilité p pour qu'un
double formé de deux transitions soit aussi un codouble est égalea 1. La probabilité q
pour qu'un double formé de deux transversions soit aussi un codouble est égale a 1/2.
Si Pr (i ,j) = probabilité d'avoir i doubles transitions et j doubles transversions, la
probabilité d'avoir x codoubles formes de deux transitions et y codoubles formés de

deux transversions sera donnée par fa formule suivante :



272 . .
Pl =] = 3 X (x) pi(1-py (fz] ¢/ (1-q)" PGij) (1)
iax jo .
avec
4
P (ij) = i od-2i -2 n 2n !
T £ ik (et =20, (rrr' =20 ) et

b) Méthode des taux variables

La méthode de Balding et al. peut étre appliquée lorsque les taux de mutation
des différents génes de la famille sont comparables. |l peut arriver que ce ne soit pas
toujours le cas. Dans ces conditions, an peut utiliser une variante de la méthode des
codoubles. En utilisant la rnéme variable aléatoire X que celle qui fut définie pour le
test de Balding et al., nous avons mis au point un test qui ne présume rien des taux de
mutation (méthode des taux variables). Au lieu de redisposer les sites silencieux entre
les séquences A1A2 et les séquences B1B2, on réarrange séparément les différences
observées entre A1 et B1 et les différences observées entre A2 et B2. En procédant
de cette fagon, on génére une population d'arrangements qui est un sous-ensemble

des arrangements dénombrés par les équations de Balding et al.
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i agenéré x_fQi
Pour les sites dégeénérés deux fois, la probabilité d'obtenir exactement i doubles

différences sera donnée par I'équation suivante :

[ady-)
Py = \bizialsi (2)

()

La probabilité d'obtenir un codouble, étant donné que I'on a un double, est égale

& 1/2 {Balding et al. 1992 ). La probabilité d'obtenir exactement x codoubles sera donc

) Min{ 1.7 i 1) .
P=x X | 7] PO (3)

L a valeur P sera alors calculée de la fagon suivante :

Minter) Mingt (N Y P
P(Xz=2x) = XZ; ‘EX (X) (E) AD X
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Pour les sites dégénérés quatre fois, la probabilité d'obtenir exactement i

doubles transitions et j doubles transversions sera donnée par I'‘éguation suivante :

d 2i-2 K -1 -1
PGj) = Y Y FkD (") [ " f] (5)
k=0 -0 Lr t,r
avec
FlkD = L I~ ]
i,j,l,(k'[),(l—i“l),[f"‘j"(k“[)],[t _I_(k_[)]’(r —J_I)

r = nombre de transversions observées chez la paire A1B1
r' = nombre de transversions observées chez |a paire A2B2
d=t+t +r+r (nombre total de différences)
La probabilité ¢’obtenir exactement x codoubles formés de deux transitions et y

codoubles formés de deux transversions sera dorinée par la loi bindmiale :

Minte.t!y  Minr.r') , i v -y
P (X=x.Y=y) = ANEAN l(i)p
v E D YOEE 0 e

La valeur P sera considérée comme significative si elle est < 0.05.
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4) METHODE DES DENSITES

Les méthodes décrites précédemment ne sont pas spécifiques. Elles ne
permettent pas de déterminer 'emplacement des zones de conversion génigue.
Considérons deux séquences préalablement alignées. On a vu que la conversion
génique avait pour effet I'apparition de zones & faible densité. On a vu aussi que les
zones ayant les densités les plus faibles doivent étre recherchées parmi les zones
bornées par deux différences (chague zone appartenant a une catégorie définie par un

parametre k).

Considérons seulement les sites silencieux pouvant étre sujets a des variations
(comme dans la méthode des codoubles). Pour chaque valeur de k, on peut trouver un
intervaile | ayant une densité minimale. Dans ces conditions, on peut considérer que la
localisation d'une zone de conversion génique revient  la détermination d'une valeur
du paramétre k (voir p.11). Pour chaque valeur de k, on peut définir |a variable

aléatoire X qui représente la longueur de l'intervalle I.

Appeions d, le nombre total de différences observées sur la paire de séguences

considérées. Soit r le nombre total de sites identiques.
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Si on tient compte du bord de {a paire de séquences, les r sites peuvent étre
répartis entre d + 1 intervalles. Sik =0, on veut déterminer la probabilité pour qu'un de
ces d + 1 intervalles, pris au hasard, ait une longueur égale a x (mesurée en
nucléotides). Ce probiéme revient a déterminer le nombre de fagons de disposer r
boutes blanches parmi d + 1 cellules, sachant gu'une cellule contient déja x boules

blanches. La probabilité d'obtenir un intervaile de longueur x sera donnée par la

formule suivante :

d+r-x-1
d-1 (7)

V)

La probabilité pour qu'un intervalle pris au hasard ait une longueur > a x sera

P (X=x)

donnée par I'équation :

' d+r—i-1]-
a d-1 (8)

P(X>x) = Y. (d ]
i=x +r

49



On a vu que les sites ne sont pas tous équivalents. lls peuvent appartenir a des
classes de synonymie différentes. Si on veut faire une distinction entre les différents
types de sites, le probléme est un peu plus compliqué. Pour le résoudre, on peut

remarquer que I'équation (7) est égale a la suite de termes ci-dessous :

(d+r--x--2 , fdrrx-3) | fder-x-4) L [drr-x 2 [dir-x-2-(d 2)] drry!
-2 d-2 d-2 d-2 d

On voit que I'expression (7) peut étre évaluée de deux fagons différentes. Sion
fait une distinction entre les différents types de sites, la valeur de P(X = x) ne peut pas
atre évaluée directement mais la situation est analogue au cas précédent. Il existe une
suite de termes qui peuvent étre évalués séparément et dont la somme est égale a
P(X = x). Une autre facon de procéder, et c’est la méthode adoptee pour cette étude,
consiste & obtenir une approximation de la valeur P, en générant un échantilion de
données hypothétiques (voir méthode de Sawyer). Comme dans les méthodes
décrites précédemment, on considére qu'un résultat est significatif, lorsque la valeur

P est < 0.05.
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C - METHODE DE COMPATIBILITE

1) ANALYSE SITE PAR SITE

Cette méthode peut étre employée lorsqu’on dispose de séquences provenant
de plusieurs espéces et lorsqu'on connait la phylogénie de ces espéces. On utilise

cette information supplémentaire pour détecter d’éventuelles conversions géniques.

L'arbre d'espéces qui sert de point de départ 4 l'analyse a été obtenu, au
préalable, a partir d'autres sources d'information, a partir, par exemple, de données

paléontologiques ou morphologiques.

Il s’agit essentiellement :
- de postuler des nucléotides ancestraux en supposant un nombre minimum de
substitutions (hypothése parcimonieuse)
- de coder et de disposer I'information recueillie de fagon a faire apparaitre

d'éventuelles zones de conversion génique.

Si le codage des données fait apparaitre une succession quasi ininterrompue de
sites compatibles avec I'hypothése d'une conversion génique, cette disposition ayant
peu de chances de se produire par hasard, on supposera qu’elle coincide avec une

zone de conversion génique.
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C'est ce type d'approche qui permit de détecter de nombreuses zones de
conversion chez la famille des giobines (Slightom et al. 1987, Fitch et al.1980). La
meéthode décrite dans les pages qui suivent est une variante de la méthode de Fitch.
Les principes de base sont les mémes, mais le codage de l'information prend une

tournure différente.

Supposons que 'on cherche & déterminer si des conversions géniques se sont
produites entre deux génes différents. Ces deux génes étant alignés, ils comportent
tous les deux le méme nombre de sites. A chaque site, on peut associer deux arbres
phylogénétiques correspondant chacun & un des deux génes étudiés. Les nucléotides
correspondant aux noeuds de ces arbres phylogénétiques sont obtenus par la méthode
de parcimonie. L'arbre d'espéces peut étre considéré comme formé de différents
segments. Chaque segment relie soit deux noeuds, soit un noeud et une feuille de

I'arbre (figure ci-dessous).

ABCD ABCD

BCD BCD
CD CcD
A B C D A B C D
Site 8 du gene 1 Site 8 du gene 2
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Comme les phyiogénies correspondant au site étudié ont la méme topologir, on
peut les comparer segment par segment. Chague segment, ou entre-noeud, comporte
deux sites. On considere le site le plus récent (par exempie le point D dans le segment
CD-D). Si les deux nuciéotides correspondant a ce site sont identiques a I'un des deux
nucléotides ancestraux, on considére que ce site est compatible avec I'hypothése d’une

conversion génique. Le site correspondant sera identifié par un O.

Comme ces conditions peuvent étre remplies de deux fagons différentes, on
peut associer une polarité au site examiné. La polarité de |la conversion sera indiquée

par un + ou un -, en précisant la conventicn de signes.

Le symbole "O" est employé isolément lorsque dans I'hypothése d'une
conversion génique, il est impossible de déterminer quel géne aurait pu convertir
I'autre, la polarité est indéterminée (chague ligne represente un segment de chacun

des deux arbres considéreés):

N1 N1
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il existe une troisieme possibilité théorique compatible avec I'hypothése d'une
conversion génique a polarité indéterminée mais elle n'a été observée qu'une seule

fois dans les données.

N1 N2

N2 N1

Cette possibilité correspondrait & deux convergences ou a une conversion

génique (a polarité indéterminée) suivie d'une convergence:

W=
Vo

N2 NI N2 NI
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Les autres situations (cas ou les deux nucléotides récents sont différents chez
les deux séquences) seront considérées comme ne favorisant pas I'’hypothése
d‘'une conversion génique (figure ci-dessous ). Les sites correspondant seront indiqués
parun X. La situation (a) étant particuli€rement improbable dans I'hypothése d'une

conversion génique, elle sera indiquée par un X souligné.

N1 N2 N1 NI
Nl N2 N1 N2

(@ ®
N1 N2 N1 N2
N N N1 N3
© (D
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CAS INDETERMINES

Il peut arriver que certains nucléotides soient indéterminés. Parmi les cas
indéterminés compatibles avec I'hypothése d’'une conversion génique, on a la situation

suivante (il s'agit en fait d’'un codouble) :

/'\ /'\
N1 N2 N1 N2
Ce type d'indétermination correspond aux possibilités ci-dessous :

ANA
AWA

Soit une conversion de N1 vers N2, soit une conversion de N2 vers N1, le site
affecté sera donc soit celui qui correspond aux nucléotides N1, soit celui qui

correspond aux nucléotides N2 et la polarité est indéterminée.
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Une autre possibilité théorique (trés improbable) est celle d'une double

N1 N
—_ /__
V4
N1 N2 N1 N2

Ce premier type de cas indéterminé ne permet pas de décider si la conversion

conversion :

génique s'est produite entre les noeuds IN1 ou entre les noeuds iN2.

Comme il y a une certaine ambiguité, on ne sait pas lequel des deux sites a pu
étre affecté par une conversion génique. Il vaut mieux utiliser un symbole approprié
différent du symbole habituel. Par convention, ies deux sites seront indiqués par ie
chiffre 3. Pour interpréter cette notation, on utilise une propriété de la topologie de

l'arbre d’espéces. L'arbre peut étre considéré comme formé de sous-arbres binaires.

ABCD

57

D



Il est commode de représenter cote a cote les paires de génes correspondant au
méme sous-arbre binaire.. La présence d'un 3 sur les deux sites provenant du méme
arbre binaire signifiera que 'un des deux sites correspondra a I’hypothése d'une

conversion genigue.

Il existe une autre catégorie d'indétermination (ci-dessous). Elle sera dénotée

AWA

Elle correspond a deux possibilités, soit une conversion génique (cas a), soit une

par le chiffre 2.

mutation de N1 en N2 (cas b) :

AYANVAVA

N1 N1 N2

(a) (o)

58



I existe une troisiéme possibilité théorique, compatible avec I'hypothése d'une
conversion génique (représentée ci-dessous) mais rarement cbservée dans les

donnges. Cette situation sera indiquée par le chiffre 1.

AW

Les indéterminations favorisant I'hypothése d'une absence de conversion

génigue sont représentées ci-dessous.

AYA
AVA

Dans ce cas, les deux sites impliqués seront marqués par un X.
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. ~ CHAPITRE I
ETUDE DES DIFFERENTES FAMILLES MULTIGENIQUES

A - GROUPE DES GENES D'ACTINES VEGETALES

On trouve des actines dans le cytoplasme de tous les eucaryotes. La présence
de ces molécules n'a jamais été décelée chez les procaryotes. Méme si I'on
soupgonne leur présence dans le noyau cellulaire, les actines se cantonnent

principalement au cytoplasme.

Les monomeéres d'actine (actine G ou globulaire) s'assemblent pour former les
micro fitaments (actine F). Ces micro filaments s'attachent a des protéines liées &
I'actine pour former des structures tri-dimensionnelles complexes {cytosquelstte
d'actine). Il s’agit de structures dynamiques dont les éléments se renouveilent sans
cesse. Dans un cycle d'assemblage et de désassemblage, chaque monomere d'actine
hydrolyse une molécule dATP. Le cytosquelette d'actine est impliqué dans toutes
sortes de phénomenes liés & la motilité cellulaire. L'exemple le plus classique du réle
des actines est la contraction des muscles striés. Le rétrécissement des sarcoméres

est rendu possible par une interaction de I'actine avec la myosine.

Les actines ont surtout été étudiées chez les animaux, les actines végétales
demeurent assez mal connues. Comme les filaments d’actine animale, les filaments

observés chez les plantes se réorganisent considérablement pendant le cycle
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cellulaire. En régle générale, les actines végétales semblent avoir des propriétés assez
semblables a celles des actines animaies. Chez les plantes supérieures, on a montré
que I'actine était impliquée dans divers processus comme la mitose, la division
cellulaire, la croissance des tubes polliniques, des radicelles. En utilisant des
inh;biteurs comme les cytochalassines et les phalloidines, on a montré que l'actine
jouait un réle dans la cyclose et les mouvements des cnloroplastes. Une étude
effectuée chez les cellules de 'endosperme & montré que pendant ia cytocinése, les

actines jouent un role dans ia formation du phragmoplaste {Schmitt and Lambert 1988

cité par Reece et al. 1992).

Sauf chez les champignons et chez quelgues protistes, les actines sont
généralement organisées en familles multigénigues. Chez les vertébrés, les actines
soni classées en deux groupes principaux : actines cytoplasmiques (P et ¥) et actines
musculaires, ces derniéres comprenant les actines des muscles lisses ( entériques et
vasculaires ), cardiaques et striés. Chez les plantes supérieures, les familles d’actines
comportent de nombreux génes. Le nombre exact de ces génes n'est pas encore
connu. Chez le pétunia, on estime que la famille des genes d'actine comprend entre
100 et 200 membres répartis en au moins six sous-familles (McLean et ai. 1990).
Chez les familles choisies pour cette stude (tabac, mais, pomme de terre, tomate et

soja), on estime que la famille des actines doit comporter entre 20 et 40 génes (Moniz

de Sa and Drouin 1996).

61



Alors que chez les animaux, la position et le nombre d'introns varient
considérablement, les génes fonctionnels d'actines d'angiospermes comportent
généralement trois introns, toujours situés au méme endroit. Certains pseudo génes
d'actines végétales font exception a cette régle. Chez le géne tom 32 de la tomate, le
deuxiéme intron est absent. Chez deux génes de la pomme de terre, les deux derniers

introns sont absents, seul le premier intron subsiste (Moniz de S& and Drouin 1996).

1) PHYLOGENIE DES GENES D'ACTINES ETUDIEES

Les familles d'actines des espéces étudiées (Soja, Pomme de terre, Tomate,
Mais, Tabac) comportent de nombreux génes. Le nombre de ces génes n'est pas

connu mais il est estimé a plusieurs dizaines (Moniz de Sa and Drouin 13896).

Un arbre phylogénétique incluant les génes d'actines utilisés pour cette étude
est représenté a ia figure 2. Cet arbre a été obtenu a partir des séquences de
nucléotides et en excluant le troisiéme site des codons. Cet arbre fut obtenu par la
méthode Neighbor-Joining, a partir des distance phylogénétiques évaluées par la
méthode de Kimura (Kimura 1980). Les familles d’actines végétales demeurent encore
assez mal connues. Pour cette raison, i'arbre est incomplet et il est difficile d'identifier
tous les génes orthologues. On remargue cependant un regroupement des génes de
Soja dans un méme rameau, qui pourrait laisser présager d’'éventuelles conversions
géniques. Le fait que la phylogénie des génes d'actines étudiés soit a ce point
incompléte rend I'utilisation de méthodes comme celle de Fitch, peu praticable.
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Figure 2. Phylogénie des génes d'actines végeétales Les distances
phylogénétiques ont été évaluées par la méthode de Kimura en excluant
les troisiémes sites des codons et I'arbre a été obtenu par la méthode Neighbor-joining

(reproduit avec la permission de Marié Moniz de S&)

vivx : Volvox carteri, Mac, Mz : Zea maize, SAc, Soy : Glycine max,
RAc : Oryza sativa, DcAc : Daucus carota, SoAc : Sorghum vulgare
PsAc : Pisum sativum, AAc : Arabidopsis thaliana, Tm: Lycopersicon esculemtum

PoAc, Pt: Solanum tuberosum, Tb: Nicotiana tabacum
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.10 substhutions per site
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2) MESURES STATISTIQUES

On a vu gue les méthodes de simuiation ont I'avantage de pouvoir étre utilisées

lorsqu'on dispose de peu d'information sur la famille étudiée. Les données ont donc

été analysées avec la méthode de Sawyer, la méthode de Balding and al. (quelgues

orthciogues sont identifiables) et la méthode des densités. Les résultats obtenus avec

la méthode de Sawyer pour 20 000 données simulées sont indiqués au tableau 3. Les

distributions ne sont certainement pas normales. Les moyennes et les écarts-types

sont fournis & titre indicatif.

Tableau 3. Résultats du test de Sawyer pour les génes d'actines

Espéce Variable Valeur Moyenne  Ecart- Valeur P Valeur Z
observée type
Soja SSCF 43310 40902 2311 0.14 1.04
SSUF 674234 669787 20083 0.38 0.22
P. de SSCF 72214 72995 7296 0.47 -0.11
terre SSUF 724697 725621 25962 0.47 -0.04
Mais SSCF 23180 16247 1011 0.0003 6.86
SSUF 410608 315757 15711 0.0002 6.04
Tomate SSCF 1271 1199 59.5 0.12 1.21
SSUF 41302 41061 1043 0.38 0.23
Tabac SSCF 17314 16734 549 0.14 1.06
SSUF 256323 251506 4417 0.13 1.09

SSCF = fragments condensés
SSUF = fragments non condensés
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Contrairement a ce que I'on attendait, étant donné I'aspect de I'arbre de la
Figure 2 les génes d’actine de Soja donnent un résultat non significatif. Chez le Tabac,
la valeur P obtenue pour les fragments non condensés est légerement plus faible que
la valeur P obtenue pour les fragments condensés. Cela vient de ce gue beaucoup
d'acides aminés sont communs aux deux séquences. On observe le méme
phénoméne chez le mais. Une similitude au niveau des acides aminés peut toujours
s'expliquer en terme de contrainte fonctionnelle (de sélection naturelle). Elle ne peut
pas étre considérée comme l'indice d'une éventuelle conversion génique, d'ou F'utilité
de faire le test de deux fagons : en utilisant les fragments condensés et en utilisant les

fragments non condensés.

Lorsqu'il est appliqué au groupe des génes de Mais, le test de Sawyer donne un

résultat trés significatif (Valeur P = 0.0003).

Lorsqu 'une comparaison est faite entre les différentes paires de séquences et
l'ensemble des données simulées on constate que dans plus de 99 % des cas les
données simulées ont une valeur indicielle (SSCF) strictement inférieure a l'indice de
la paire maz 56/maz 81. On constate aussi que toute les données simulées ont une

valeur indicielle inférieure a |'indice de la paire maz 56/maz 63.

En appliquant la méthode des densités avec k = 1 4 la paire maz 56/maz 81, on
obtient un résultat trés significatif (Valeur P = 0.0002). La région de densité minimale

correspondant & cette valeur de k se situe entre les sites 827 et 954. Les résultats
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obtenus suggérent la présence d'une conversion génique d’environ 130 nucléotides,

située a I'extrémité 3' du deuxiéme exon.

Il peut arriver que des conversions génigues se produisant au niveau de 'ADN
soient a cheval entre un intron et un exon. Afin d'examiner cette éventualité, les introns
bordant ia zone identifiée furent alignés. On constata que les régions 5’ des deuxiemes
introns des génes maz 56 et maz 81 étaient quasi identiques. Etant donné qu'en
général, les introns ont une trés grande variabiiité, il parait difficile d’expliquer ces
similitudes autrement que par une conversion génique. L'examen des introns confirme
donc I'hypothése d'une conversion génique incluant la partie des exons située

approximativement entre les sites 827 et 954.

En général, un résultat significatif doit étre interprété avec prudence. Comme il
s'agit de tests statistiques, un résultat significatif ne signifie pas forcémentqu'ily a eu
effectivement une conversion génique. |l constitue un indice supplémentaire. Le test
de Sawyer et le test des densités sont effectués & partir des exons exclusivement.
Dans le cas du géne du Mais, une information supplémentaire, fournie par 'examen de

lintron bordant la zone identifiée, permet de valider ies résultats des tests statistiques.

Lorsque le test de Sawyer est appliqué aux génes de Mais, on constate que
pour la paire maz 56/maz 63, la valeur observée dans le cas des fragments condensés

est extrémement élevée (SSCF = 10364). Cela vient de ce que ces deux genes ont
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énormément de similitudes. Les fragments condensés correspondant sont trés
étendus. On observe une zone de conversion génigue qui s'étend approximativement
du début du premier exon a 'extrémité 3' du troisiéme exon (sites 1 2 825 ). Comme
dans le cas précédent, I'intron 4 ne semble pas avoir été affecté mais I'examen des
introns numéros 1, 2 et 3 confirme I'hypothése d’une conversion génique de trés
grande ampleur. Les similitudes observées entre les deux génes indiquent que la

conversion génique détectée est probablement assez récente.

L'application de la méthode des codoubles nécessite, au préalable,
ridentification de génes orthologues. Un certain nombre de génes orthologues ont pu
atre identifiés en comparant les arbres obtenus par différents types d’analyses
phylogénétiques et en repérant les noeuds et les regroupements communs a tous ces
arbres (Moniz de S& and Drouin 1996). Liidentification des orthologues a partir de
données phylogénétiques fut corroborée par une analyse de type Southern (Moniz de
Sa and Drouin 1996). Parmi les orthologues identifiés, un groupe de huit génes
provenant de trois espéces différentes (Pomme de terre, Tomate, Tabac) ont été
comparés en utilisant la méthode de Balding and al. Les resultats obtenus sont

présentés au tableau 4.
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Tableau 4. Résultats du test de Balding et al. pour les génes d'actines
végétales. Comparaison pot 101 pot 97/tob 66 tob 71.

Catégorie  Nombre d t+t r+r DT DR ST SR

de sites

2 118 29 29 - 0 - 29 -

3 23 6 4 2 0 0 4 2

4 113 45 21 24 1 2 17 18

Catégorie  Mixtes Codoubles Codoubles P(X =x) Valeur P Valeur P
(T) (R) totale

2 - 0 - 0.4 1

3 0 0 0 0.98 1

4 2 0 0 0.32 1
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Tableau 5. Résultats du test de Balding et al. pour ies génes d'actines

végétales. Comparaison tom 52 tom 51/tob 93 tob 54.

Catégorie  Nombre d t+t" r+r DT DR ST SR
de site
2 113 44 44 - 5 34 -
3 24 12 10 2 0 ¢ 10 2
4 115 58 27 31 1 3 21 21
Catégorie  Mixtes Codoubies Codoubies P(X =x) Valeur P Valeur P
(T) (R) totale
2 - 4 0.1 0.14 -
3 - 0 0 0.99 1 -
4 4 0 0 0.26 1
0.93
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Comme on peut le constater, aucun de ces résuitats n’est significatif. Lorsque
les séquences tom 52 et tom 51 sont comparées aux séquences tob 93 et tol 94, on
observe guatre codoubles parmi les 113 sites dégénérés deux fois. Ces résuitats
s'expliquent par le fait que, méme si le nombre de sites synonymes est élevé, le
nombre de différences est aussi élevé (d = 44). De plus, dans le cas des sites
dégénérés deux fois, la probabilité d'obtenir un codouble est assez élevee car ce type
de site ne peut varier que de deux fagons. Comme l'indique le résultat non significatif
obtenu (Valeur P = 0.14), la présence de ces codoubles ne peut pas étre considérée
comme un indice de conversion génique. Comme la méthode des codoubles est tres
sensible, il semblerait qu’aucun des génes examinés n'ait été impliqué dans une

conversion génique ou alors, avec des génes extérieurs au groupe d'orthologues

comparés.

Parmi tous les génes d'actines étudiés, seuls les génes de Mais donrnent un
résultat significatif au test de Sawyer et au test des intervalies. Tous les tests effectués
avec la méthode des codoubles et impliquant des séguences de Pomme de terre, de
Tabac et de Tomate sont non significatifs. Les résultats obtenus pour la Pomme de

terre confirment donc les analyses précédemment effectuées (Drouin and Dover 1990).

Il est possible que le regroupement des génes de Soja sur I'arbre de la Figure 2
soit dil, en fait, a des duplications récentes. Le regroupement apparent des génes de

Soja pourrait aussi s'expliquer par le fait que certains orthologues non identifiés, qui
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devraient normalement apparaitre a coté des génes de Soja ne sont pas pris en

compte lors de la reconstruction phylogénétique.
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B - GROUPE DES GENES DE GLOBINE

La super famille des globines a été étudiée de fagon trés approfondie et ses
caractéristiques sont bien connues. On peut, néanmoins, rappeler brievement

quelques informations de base concernant cette famille.

La super famille des globines est composée de trois familles : la famille de la
myoglobine, celle des globines de type o et celle des globines de type B. Chez les
mammiféres, un géne de globine typique comprend trois exons et deux introns dont les
longueurs respectives sont d'environ 4800 pb et 3400 pb. L’hémoglobine est obtenue
a partir des produits des familles ot et B. Bien que la myoglobine et I'hémogiobine
soient toutes les deux impliquées dans le transport de 'oxygéne, elles n’ont pas
exactement la méme fonction. La myoglobine se retrouve dans les tissus musculaires
et son affinité pour I'oxygeéne est beaucoup plus importante. L’'hémoglobine a, en
revanche, une structure plus élaborée et sa fonction est contrélée de fagon plus
complexe. Ainsi, 'hémoglobine des mammiféres a la capacité de réguler son affinité

pour I'oxygéne en fonction du niveau de phosphate organique dans e sang.
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L’hémoglobine est constituée de deux chaines de type o et de deux chaines de
type B. Chez des animaux comme |le mouton, le lapin, |a souris et, en fait, tous les
mammiféres étudiés a ce jour, on a constaté que ies chaines de type B ont plusieurs
variantes possibles. Ces variantes sont toutes légérement difiérentes et elles
apparaissent a différents stades de I'existence de l'organisme. Ainsi, les variantes
produites pendant I'embryogénése sont différentes de celles que I'on observe chez

I'adulte.

Chez les primates, les chaines de globines sont disposés comme ci-dessous
dans I'ordre de leur expression:
5-e-yl1-y2-WUn-6-p-3
C'est le géne € qui est exprimé en premier, chez I'embryon. Chez les hematies
du foetus, on retrouve les chaines de type y1 et y2. Plus tard, aprés la naissance et
chez I'adulte, ce sont les chaines 5 et B qui soni exprimées (Slightom et al. 1988). Le

géne Wn est un pseudogéne inactif (Fitch et al. 1990).

Chez I'homme, le groupe des globines de type B est inclus dans une région
d'environ 6 Kb, située sur le chromosome 11. Le groupe des globines de type o
comprend quatre génes fonctionnels : {, a1, a2 et 8 et les pseudogénes W, Wal et
Wa?2. En se combinant, les chaines de types « et B forment différents types
d'hémoglobines : {2e2 et a2e2 chez I'embryon, a2y2 chez le foetus et a2f2 et
262 chez 'adulte. Les conditions d’expression du géne 8 ne sont pas encore

connues (Li and Graur 1991).
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1) PHYLOGENIE DES GENES DE GLOBINES

La séparation entre, d'une part, la myoglobine et, d'autre part, les families « et B
se serait produite il y a environ 600 a 800 millions d'années (Li and Graur 1991).
La subdivision en proto € et en proto B se serait produite chez les premiers

mammiféres il y a environ 200 ou 250 millions d'années (Koop et al. 1988, Fitch et al.

1990).

Une étude comparative des lagomorphes, des rongeurs, des artiodactyles et des
marsupiaux (Koop et al. 1989) a permis de reconstituer la série ancestrale des genes
de globines de type B. |l semblerait que chez les mammiféres euthériens, il y a environ
65 a 85 millions d'années, le groupe des globines B comprenait déja les génes €, v, n,
3, p. C'est aprés la séparation des simiens et des autres mammiféres euthériens que n

serait devenu un pseudogeéne (Fitch et al. 1980).

On estime que dans la lignée des euthériens, |'apparition des génes 5 et B
daterait de 80 a 100 millions d'années. ( Fitch et al. 1990). Les génes & et B auraient
pour ancétre un géne exprimé chez I'adulte, alors que les génes €,y etn
proviendraient d’un géne exprimé a I'origine chez 'embryon . C'est apres la séparation
des simiens et des prosimiens que I'expression du géne y serait passée du stade

embryonnaire au stade foetal.

Chez le lapin, la souris et les primates prosimiens comme Galago
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Crassicaudatus, on ne trouve qu'un seul géne y exprimé chez 'embryon (Tagle et al.
1988, Hayasaka et al. 1992) alors que chez les primates anthropoides, on trouve les
génes y1 et y2 (Slightom et al. 1988, Fitch et al. 1990), exprimés chez le foetus
(Hayasaka et al. 1992). |l semblerait donc que le décalage de I'expression des génes y

se soit produit aprés la séparation des simiens et des prosimiens (Tagle et al. 1988).

Les génes y1 et y2 sont inclus dans une région ¢’environ 10 Kb. On pense
qu'ils sont le résultat de |la duplication d'une zone d’environ 5 Kb. Cette duplication se
serait produite il y a environ 25 a 35 millions d’années dans I'embranchement des
Catarrhini, apres la divergence des Platyrrhini {singe du Nouveau-Monde), mais avant
la divergence des Cercopithécoides (les singes de I'Ancien-Monde) et des Hominoides
comme I'Homme, le Chimpanzé, le Gorille, 'Orang-outang, le Gibbon (Slightom et al.

1988, Fitch et al. 1990).

En observant les génes de lapin et ceux de différents primates, on a remarqué
certaines séquences trés conservées qui pourraient étre impliquées dans la régulation
transcriptionelle. On a aussi observé certains changements , propres au groupe des
Anthropoides, qui pourraient étre responsables du décalage observé dans I'expression

du géne y (Tagle et al. 1988, Fitch et al. 1990).

En utilisant une méthode de reconstitution, site par site (Fitch et al. 1987, 1990),

semblable & celle qui est décrite & la page 51, il fut possible d'identifier chez les
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globines y de nombreuses zones de conversion génique. Les données concernant les
primates ne sont pas complétes mais en comparant les quatre especes suivantes :
Singe araignée, Singe rhésus, Gibbon et Humain, il fut possible d'identifier au moins

une dizaine de zones de conversion génique (Fitch et al. 1990, Hayasaka et al. 1992).

Chez les mammiféres, le géne B code pour la chaine de type B que 'on trouve
chez Padulte. Le géne 5 est généralement peu ou pas du tout exprimé. Chez tous les
mammiféres étudiés & ce jour, on a observé des conversions du géne & par le géne B

qui se seraient produites, il y a environ 40 millions d'années, chez un ancétre

anthropoide (Koop et al. 1989).

En comparant les génes 5 de I'Orang-outang, du Rhésus macaque, du Singe
araignée, du Chimpanzé, du Gorille, du Macaque et les génes & et B de 'Homme, du
Tarsier, du Lémure et du Colobus, il fut possible de montrer 'existence de conversions

géniques qui se seraient produites dans la lignée des Tarsiers il y a environ 30 millions

d'années (Koop et al. 1989).

De nombreuses conversions géniques se sont produites, en plusieurs
occasions, chez les globines. Comme les génes y1 et y2 de 'Homme et de I'Orang-
outang, les génes 5 et B de 'Homme et du Tarsier sont disponibles, il est possible de

les utiliser pour une étude statistique.

77



2) MESURES STATISTIQUE

Chez les primates, la région codante des globines est trés conservée. Elle est,
de plus, trés restreinte (quelques centaines de nucléotides). On constate, en effet, que
chez une espéce donnée, les régions codantes des genes y1 et y2 sont quasi
identiques. Une situation analogue est observée lorsque les genes & et 8 sont
comparés. D'aprés I'analyse de compatibilité, cette situation serait due a l'existence de
zones de conversion trés étendues, englobant la plupz:t <iu iemps les deux premiers

exons et parfois, tous les exons (Fitch et al. 18990).

Dans de telles conditions, le test de Sawyer et la méthode des densités, qui
nécessitent un minimum de contraste entre les différentes parties de |a chaine d'exons.
ne peuvent étre appligués. Comme les orthologues sont connus, le test des
codoubles, qui se fonde sur les différences interspécifiques, peut, en revanche, étre

utilise.

Le test des codoubles a été employé pour faire une comparaison entre les
génes y1 et y2 de I'Humain et de I'Orang-Outang (Pongo Pygmaeus) et entre les genes
& et B de 'Humain et du Tarsier (Tarsier Syrichta). Les résultats abtenus sont

présentés au tableaux 6 et 7.
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Tabieau 6. Résultat du test de Balding et al. Pour les génes de globines y1 et y2.

Comparaison Humain/Orang-outang.

Catégorie  Nombre d t+t r+r DT DR ST SR
de sites
2 57 6 6 - 2 - 2 -
3 3 0 0 0 O 0 0 0
4 55 1 1 0 O 0 1 0
Catégorie  Mixtes Codoubles Codoubles P(X=x) Valeur P Valeur P
(M (R) Totale
2 - 2 - 0.00089 0.0009
3 0 0 0 - -
4 0 0 0 1 1
0.00088
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Tableau 7. Résultats du test de Balding et al. pour les génes de giobines d et B
Comparaison Humain/Tarsier (génes & et B)

Catégorie  Nombre d t+t r+rf DT DR ST SR

de sites
2 49 19 19 - 5 - 9 .
3 0 0 0 0 0 0 0 0
4 50 14 10 4 1 2 8 0
Catégorie  Mixtes Codoubles Codoubles P{X=x) Valeur P Valeur P
(T) (R) Totale

2 - 4 - 0.0046 0.0049

3 0 0 0 1 -

4 0 1 2 0.000004  0.000008

80



Dans le cas des génes y1 et y2, les méthodes de compatibilité inc'quent que
chez I'Orang-outang, les zones de conversion s’étendent bien au-dela des regions
codantes et englobent les trois exons. Chez 'Humain, les zones de conversion sont
aussi trés étendues a P'extérieur des régions codantes, mais elles ne recouvrent que
les exons 1 et 2. Les résultats obtenus par la méthode des codoubles sont largement

significatifs et ils corroborent donc ces observations.

Dans le cas des genes & et B et chez le Tarsier. les zones de conversion
génique détectées par les méthodes de compatibilité recouvrent completement le
premier exon et la majeure partie du deuxiéme exon. La méthode de compatibilite
indique I'absence de conversions géniques récentes chez I'Humain. Elle indique
cependant |'existence de conversions géniques qui se seraient produites dans la lignée
des Anthropoides aprés la séparation de |a lignée du Tarsier de celle des

Anthropoides.

Les valeurs obtenues avec le test des codoubles confirment donc les résultats

fournis par la méthode de compatibilité.

La méthode de Fitch et la méthode des codoubles sont deux approches trés
différentes. Elles n'exploitent pas le méme type d'information. Dans le cas des

globines, les conclusions obtenues par la méthode de Fitch proviennent
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essentiellement d’'une étude des introns, alors que l'information utilisée par la méthode
de: codoubles provient exclusivement d’'une comparaison entre exons. Le fait que ces
deux méthodes permettent d'arriver aux mémes conclusions rend trés plausible

I'hypothése de conversions géniques chez les espéces considérees.
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C - GROUPE DES GENES Zfx/Zfy

On sait que pour faire face aux besoins de la cellule, certains génes doivent étre
activés, d'autres doivent étre inhibés. L'expression des génes dépend de protéines de
réguiation. Depuis la découverte de I'opéron lactose, de nombreuses protéines de
régulation ont été identifiées chez les procaryotes. C'est seulement depuis une

vingtaine d'années que des protéines jouant un réle analogue ont été identifiées chez

les eucaryotes.

Chez les eucaryotes, les arrangements moléculaires permettant une interaction
des facteurs de transcription avec 'ADN sont de différents types. Parmi les structures
identifiées, on peut mentionner les motifs helix-turn-helix, les homéodomaines, les
tirettes a leucine. Un grand nombre de facteurs de transcription possedent des petites
projections appelées “doigts a zinc" qui leur permettent de se fixer & une région
spécifique de PADN. C’est en 1985 que le premier facteur de transcription posséedant
des doigts & zinc fut identifié chez Xenopus ( Miller et al. 1985 ) . Cette protéine
(appelée TFIItA) est un des facteurs nécessaires pour 'expression des géenes codant
pour les ARN ribosomaux 5S. Depuis cette découverte, on a identifié au moins 200
protéines possédant des doigts & zinc. On appelle doigt & zinc la structure obtenue
lorsqu'une chaine polypeptidique se replie autour d'un atome de zinc, pour former une
boucle. Chez TFIIA, une paire de cystéines et une paire d'histidines se combinent
avec un seul ion zinc, pour former Ia boucle caractéristique. L'ensemble est stabilisé

par trois acides aminés hydrophobes. Le doigt ainsi obtenu constitue un minidomaine
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capable de se fixer a une région spécifique de 'ADN. Une protéine peut posséder
plusieurs modules de type "doigt & zinc". Les possibilités combinatoires de ces
arrangements de modules permettent de générer, avec une economie de moyens, des
protéines ayant toutes sortes de spécificités. Chaque protéine ainsi formée pourra se

combiner a une région particuliere de 'ADN.

Des génes de doigts a zinc ont été identifiés sur les chromosomes sexuels des
mammiféres. Le géne ZFX, situé sur le chromosome X de I'Homme, a un paralogue
sur le chromosome Y (ZFY). Chez les autres espéces euthériennes, ies génes
équivalant 8 ZFX et ZFY sont désignés respectivement par les sigles Zfx et Zfy. Des
études d’'hybridation ont montré que le géne Zfx a un homologue chez les oiseaux
(Page et al. 1987). Chez les reptiles ( Valleley et al. 1992) et chez les marsupiaux
(Sinclair et al. 1988), les genes homologues ne sont, cependant, pas liés aux
chromosomes sexuels. Comme les génes ZFX et ZFY ont été identifies chez tous les
mammiféres étudiés a ce jour (Page et al. 1987), il est raisonnable de considérer que
les génes Zfx et Zfy sont apparus aprés la divergence entre les marsupiaux et 12s
mammiféres euthériens et avant |a radiation des espéces euthériennes (Pamilo et al.
1993). Les génes de type Zfx/Zfy ont des caractéristiques tres semblables. Les
protéines qu'ils produisent sont constituées de deux domaines : une région amino-
terminale trés acide et une région carboxy-terminale incluant 13 doigts a zinc (Mardon
et al. 1990, Palmer et al. 1990). Ces doigts a zinc sont de type Kruppel, avec un motif

C2 H2 (deux cystéines, deux histidines).
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Cette division en deux domaines, I'un acide, I'autre porteur de doigts A zinc, est
typigue. On la retrouve chez de nombreux activateurs transcriptionnels, comme les
récepteurs & glucocorticoides et chez les protéines GCN4 de la levure (Godowski et al.

1988, Hollenberg et al. 1988).

1) ROLES DES GENES ZFX ET ZFY

C’est en cherchant & identifier le facteur responsable du phénotype male chez

les mammiferes (appelé TDF : testis differentiating factor) que le géne ZFY fut identifié.

A cause de la délétion d'une petite partie du chromosome Y, certains individus
porteurs des chromosomes X et Y sont, malgré tout, des femmes. On a aussi observeé
le cas d'individus de sexe masculin, porteurs de deux chromosomes X. Cette
particularité serait due a une translocation, ayant pour résultat I'adjonction, a I'un des
chromosomes X, d’une petite partie du chromosome Y. Chez certains individus de

sexe masculin, une partie assez importante du chromosome Y peut étre absente.

En étudiant les chromosomes de ces différents groupes d'individus et en les
comparant & des chromosomes complets, il fut possible de montrer que la présence
d’'une région d’environ 140 Kb, appelée intervalle 1A2 et située sur le brin le plus court
du chromosome Y, était nécessaire et suffisante pour déterminer la différenciation

sexuelle (Page et al. 1987).
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Afin d'identifier le facteur de différenciation testiculaire (TDF) et, partant du
principe que les zones fonctionnelies sont généralement plus conservées au coure de
I'évolution, une comparaison entre différentes espéces de mammiferes fut effectuée.
En procédant a des expériences d’hybridation, il fut possible de déceler, & l'intérieur de
lintervalle 1A2, une sous-région tres conservée d'environ 1.3 Kb. En effectuant le
séquengage de cette région, on s'apergut qu'elle correspondait & un géne, codant pour
des doigts a zinc (le géne ZFY). C'est a partir de ce type d'observation que certains

auteurs suggeérérent que Zfy pourrait étre le TDF ( Mardon et al. 1989 ).

Les études d’hybridation indiquérent la présence d'une région homologue au
gene ZFY, située sur le chromosome X (le géne ZFX). Etant donné la présence de ce
paralogue, le rle de ZFY comme facteur de différenciation sexueile parait moins
plausible. Il semblerait, d'autre part, qu’en dépit de leur similitude, Zfx et Zfy aient des
fonctions assez distinctes. Des expériences effectuées chez la Souris ont montré que
Zfx et Zfy ne sont pas exprimés dans les mémes tissus. Alors que Zfx semble étre
exprimé dans une grande variété de tissus, aussi bien chez le male que chez la
femelle, aussi bien chez |'adulte que chez le nouveau-né ou 'embryon, 'expression de
Zfy n'a é1é détectée que dans la région des testicules de I'aduite (Mardon et al. 1390).
Si on compare les longueurs de leurs régions non cocantes, Zfx et Zfy different
considérablement. Dans la région 3', la partie non traduite du géne Zfx est inférieure a

200 bases, alors que chez le géne Zfy, elle recouvre de 3a4Kb.
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Méme si Zfx et Zfy semblent avoir des fonctions différentes, 'hypothése de
I'identification de ZFY au TDF parait. a I'heure actuelle, peu vraisemblable. On pense
que les mécanismes mis en jeu sont probablement beaucoup plus compiexes.

Certains auteurs admettent avec réticence I'hypothese suivant laguelle le mécanisme
de différenciation sexuelle des marsupiaux serait trés différent de celui des
mammiféres. D'aprés eux, le fait que chez les marsupiaux, les génes homologues a
Zfy ne se trouvent que sur des autosomes, suggére que Zfy n'est probablement pas le
TDF (Sinclair et a!. 1988 }.Méme si Zfy joue probablement un role dans la
différenciation sexuelie des mammiféres, il semblerait qu'il n'en soit pas le déclencheur

( Valleiey et al. 1992 ).

2) CARACTERISTIQUES DES GENES DE TYPE ZFX/ZFY

Cest surtout chez I'Homme et chez la Souris que les génes de type Zfx/Zfy ont

été étudiés.

Chez la Souris, |a situation est un peu particuliére. Son génome contient trois
génes paralogues répartis sur les chromosomes sexuels et appelés Zfy-1, Zfy-2 et Zfx
et un géne paralogue de type autosomal, dénoté Zfa. Le locus Zfx n'est pas situé au

méme endroit chez la Souris et chez 'Homme.

La présence de deux copies du geéne Zfy serait due & une duplication

intrachromosomale qui aurait eu lieu pendant I'évolution des rongeurs (Mardon et

87



al.1989). Ce phénomeéne d'amplification du géne Zfy a été aussi observé, a un niveau
encore plus élevé, chez le Lemming et chez les rongeurs sud-américains
Sigmondotine (Bianchi et al. 1989). Zfy-1 et Zfy-2 sont identiques a 95% et ont

probablement la méme fonction (Mardon et al. 1990, Mitchell et al. 1989).

Alors que les génes Zfy-1, Zfy-2 et Zfx ont des tailles comparables, Zfa est
beaucoup plus petit que ses paralogues. Il semblerait que Zfa soit dérivé d'un transcrit
de Zfx (Mardon et al. 1991). Le fait que ce géne n'ait pu étre détecté chez d'autres

mammiféres placentaires laisse supposer qu'il serait apparu pendant I'évolution des

rongeurs.

3) PHYLOGENIE

La découverte des génes de type Zfx/Zfy est assez récente. Actuellement, seul
un petit nombre de séquences de ces génes sont disponibles et il est encore trop tot

pour tenter de reconstituer leur phylogénie complete.

Chez les génes Zfx et Zfy, la partie de I'exon codant pour les doigts a zinc a
récemment été séquencée chez un groupe de primates (Shimmin et al. 1994). Ces
données permetient de tenter de reconstituer un arbre phylogénétique incluant des
primates et des rongeurs. La phylogénie de la figure 3 a été obtenue par la méthode

de parcimonie.
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Figure3.Phylogénie des génes Zfx/Zfy pour 6 espéces de mammiferes. L'arbre
phylogénétique a été obtenu par la méthode de parcimonie avec |» programme

DNApars de la boite de logiciel PHYLIP { Felsenstein 1991 }.

—— Humain X

. Orang-outang X
Babouin X

Souris X—— Singe ecureuil X
Rat X —
—— HumainY
Souris Y—
RatY — L Orang-outang Y
Babouin Y

_Singe ecureuil Y
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Lorsqu'on utilise {a méthode de Li (Li 1993), pour calculer les distances
phylogénétiques, et la méthode Neighbor-joining (Saitou and Nei 1987) on obtient ie
méme genre de topologie (Shimmin et al. 1994 ). On constate que toutes les espéces
de primates sont regroupées pour former un seul rameau et sont séparées du Rat et de
ia Souris. Les phylogénies obtenues suggérent une spéciation, suivie de deux
duplications. Cette reconstruction ne cadre pas avec Finformation disponible, car les
génes Zfx et Zfy ont été observés chez tous les mammiferes placentaires étudiés a ce

jour (Mardon et al. 1990, Lanfear and Holland 1991).

Une mesure des valeurs de Ks permet de déceler, chez les séquences de
primates, deux zones 3 faible densité (voir pp.10 et 11). La présence de ces zones
pourrait s’expliquer par I'existence de conversions géniques qui se seraient produites

aux deux extrémités des séquences considérées (Shimmin et al. 1994).
4) M R TATISTIQUE

Afin de déterminer si les anomalies observées a la figure 3 et si la présence de
zones a faible densité sont dues & des conversions géniques, on peut recourir aux
méthodes statistiques décrites précédemment. Les genes Zfx et Zfy devraient
théoriquement pouvoir étre analysés en utilisant ie modéle de Balding et al. Une

difficulté subsiste cependant. Un certain nombre d'auteurs pensent que les
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chromosomes X et Y n'ont pas le méme taux d'évolution ( Miyata et al. 1987 cité par

Shimmin et al.1984 ),

Chez les rales, le nombre de divisions cellulaires observées dans la lignée
germinale est beaucoup plus élevé que chez les femelles. Pour cette raison, Haldane
suggéra que les taux de mutation observés chez les chromosomes X et Y devraient
étre différents. Un certain nombre de résultats obtenus en étudiant les genes
d’hémophilie et les introns des génes de doigts a zinc vont dans le sens de la théorie
de Haldane. Des différences notables ont été observées entre tes taux d'évolution des
génes X et Y. Ces différences se manifestent au niveau des sites non synonymes et
des sites synonymes. Les différences observées au niveau des sites non synonymes
peuvent s'expliquer par le fait que le chromosome Y est soumis a des contraintes
fonctionnelles moins importantes que le chromosome X { Shimmin et al. 1993 , Lanfear
and Holland 1991). Les différences observées au niveau des sites synonymes peuvent
difficilement s'expliquer de la méme fagon et semblent corroborer la théorie de Haidane

(Shimmin et al. 1993, Chang et al. 1994).

Méme si la théorie de Haldane n’est pas encore parfaitement établie, il convient
d'étre prudent et il vaut mieux, autant que possible, utiliser un modéle qui ne presume
rien des taux de mutation des chromosomes X et Y. On a vu que, pour gue la méthode
de Balding et al. puisse étre appliquée, il faut que les taux de mutation des genes
étudiés soient comparables. Comme cette condition n'est pas remplie, le modéle de

Balding et al. est inapplicable.
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Pour étudier le groupe de génes de doigts a zinc, on a donc choisi la méthode
des taux variables. C'est le nombre de codoubles qui sert de variable aléatoire. La
méthode peut étre appliquée méme si les taux de mutation sont différents chez les

géenes comparés.

Les comparaisons ont été effectuées, d'une part, a Iintérieur du groupe des
primates (entre le Babouin et I'Orang-outang) et, d’autre part, entre le groupe des

primates et celui des rongeurs {entre le Singe écureuil et le Rat).

Il convient de remarquer que ces tests statistiques sont peu spécifiques. s
permettent de déterminer si une conversion génique s'est produite depuis la séparation
des deux espéces comparées mais ils ne permettent pas de déterminer chez laquelie

des deux espéces, {a conversion génique s’est produite.

Les résultats du test sont indiqués au tableau 8. Comme le test porie sur la
répartition des différences chez les deux espéces d’animaux, il n'a pu étre appliqué
aux sites dégénérés trois fois. Il convient de faire remarquer que, le fait qu'une seule
différence ait été detectée chez les sites dégénérés trois fois, n'a aucune incidence sur

» analyse.
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Tableau 8. Résultats du test des codoubles (méthode des taux variables) pour
les genes Zix/Zfy. Comparaison Singe écureuil/Rat.

Catégorie  Nombre d t t r r DT DR

de sites

2 200 80 36 44 - - 12

3 8 1 - - - - 0 0

4 74 47 19 10 10 8 4 3
Catégorie ST SR  Mixtes Codoubles Codoubles Valeur P

(T) (R)

2 56 - - 11 - 0.000693

3 1 0 - 0 0 -

4 18 9 3 4 2 0.00203
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Tableau 9. Résultats du test des codoubles {méthode des taux variables) pour
les génes Zfx/Zfy. Comparaison Orang-outang/Babouin

Catégorie  Nombre d t+t r+r DT DR

de sites
2 222 14 14 - 1 -
3 15 1 0 1 0 0
4 91 14 10 4 0 0
Catégorie ST SR  Mixtes Codoubles Codoubles Valeur P
(T (R)
2 12 - - 0 - 1
3 0 1 0 0 0 -
4 9 3 1 0 0 1

Dans le cas de la comparaison entre le Singe écureuil et le Rat, ies valeurs P
calculées pour les sites dégénérés deux fois (0.000693) et pour les sites dégénéres
quatre fois (0.00203) sont trés significatives. Ces résultats peuvent étre confrontés a
ceux obtenus pour 'Orang-outang et le Babouin. La comparaison de ces deux
espéces ne révélent la présence d'aucun codouble. L'hypothése d'une conversion
génique qui se serait produite depuis la divergence de I'Orang-outant et du Babouin

parait donc peu probable.

Lorsqu'elle est appliquée 2 des génes ayant des taux de mutation différents on

s'attend a ce que la méthode des taux variables donne une erreur de type il plus faible
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gue la méthode de Balding et al. Pour le groupe des génes Zfx/Zfy les deux méthodes
dennent des résultats comparables: les vaieurs P obtenues avec la méthode de
Balding et al. pour les sites deux et quatre fois dégénérés sont respeciivement 0.0007
et 0.003. Pour les deux tests les résultats sont significatifs mais on ne peut rien
conclure a partir de I'analyse d'un seul groupe de données. Pour comparer les deux
méthodes il faudrait disposer de milliers de données simulées. Pour évaluer les erreurs
de type ll, il faudrait modéliser des conversions géniques se produisant chez des

groupes de génes ayant des taux de mutations différents.

Les résultats des tests suggeérent la présence d'une conversion génique qui se
serait produite aprés la divergence entre les rongeurs et les primates. Ces tests ne
permettent pas de déterminer si la conversion génique s'est produite chez le groupe
des rongeurs, chez celui des primates ou chez les deux groupes. On peut se
demander aussi si la conversion génique s'est produite au niveau des especes
ancestrales ou, plus récemment, au niveau des espéces dérivées. Enfin, il serait

intéressant de pouvoir déterminer la polarité de la conversion génigue.

5) ANALY ITE PAR SITE

Pour tenter de répondre a toutes ces interrogations, nous avons effectué, a
partir de I'hypothése de parcimenie, un patient travail de reconstruction
phylogénétique. Cette reconstitution, site par site, fut réalisée en adoptant la méthode
décrite & la page 51. La phylogénie utilisée pour faire cette reconstitution est

présentée & la figure 4. Les résultats de cette analyse sont présentés au tableau 10.
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Figure4. Arbre d'éspéces utilisé pour I'analyse site par site des génes Zfx/Ziy.

T ( sommet )

R MF S B O H
Rat Souris Renard Singe  Babouin  Orang-  Humain
écureuil outang
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Tableau 10. Analyse site par site des génes Zfx/Zfy

Explication des symboles (voir aussi la section "Méthode"):

1,22, 3 - désignent les sites comportant une indétermination et
+ - correspondant a I'hypothese d'une conversion génique
000 : sites entiérement déterminés (par la méthode de parcimonie) et
+ - correspondant a I'hypothése d'une conversion génique
X X : sites correspondant a I'hypothése d'une absence de conversion
génigue

: les colonnes d'étoiles indiquent les nucleotides identiques pour
toutes les especes

: Rat (Rattus norvegicus)
M : Souris (Mus musculus)

: Renard (Dusicyon thous)

SQ : Singe ecureuil (Siamiri boliviensis)
B : Babouin (Papio cyanocephalus)

@ : Orang-outang (Pongo pygmaeus)
H - Humain (Homo sapiens)

Voir aussi la figure 4.

Les signes + et - indiquent, respectivement , une conversion de X vers Y et une
conversion de Y vers X.

L' alignement et le systéme de numérotation des sites sont ceux de Shimmin et
al.(1994)
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+
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+
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SITE 250 260 270 280 280 300

R *K** Fyhdkdk hkyrdkydkkdhkhk hk ok w XEhkk®hhykdkt * ke yp e U *hkkk k3
M *.&**XX*K***X**K*E***** *x **ﬁ******z***x**z**** *khw *xx
RM wFK ok kkh hkkyhkykkkhk kkJhh ywkhkFkkyhuh khykhkkk *hkkkDx 3w
+
FSBOH * k¥ * dkkhk kk Kk Fhkhkhkk kH dkdkdhkk khk* *k hkhkx *hkhdk ok
F
SBOH *2** *2*** **2*3***** **3** 2******2*** **2**** * %k dyrd or
+ - + + + -
SQ * ok * dkk  kok *x*****x** * * dhkkhkddk dkdk khk d kAR * %k k kyrk x
BOH * k¥ * k% kR *K***** LE S & khkkdkhkdt *hkk hdk Fwkk ****K* 0
+
B * ok k hkk *%k *z***** **K** khhhkxk *kdk d*k dhkdkd ****5*
OH ® k% * dedkdk kk dyekkokkd **x** dhkkhkddk dhkhk kok  dokh ok ****o*
+
O * k% k khk kk dkykkkdhh **K** *hkkhkkt kkd *k *hhd kdkkk Kk
H * *%k * kkk ok *&***** **0** hkkkkrx hkhk kk Thk¥ *hkkk *
+
SITE 310 320 330 340 350 360
* %k ok ok ok * ke ok ¥k tkdwh khdkhkdkkhkdt Hhhkdkkrrdyhdt k% *dkhthrhkhkt Kk
x X X KEEXX X X
M *kkkkk  hkkky khok sk ko kkkkdk kdkkhkkhkhykk kk hkkkhhhd &
% ek ok A h o %k * %k d ok LA R A AL E L REE IS RS e AR LT R T TN R
X XXX X X
FSBOH LE R &3S % %4k *Ekk Thkhdhkdhk Khhkdkhkdhkhkhkdr hdk *dk dThkdrkrkhkhkk *
F
SBOH %o gk ok ok ****2 L & *222 2********3********2**3**3******** L]
- + +++ + +
SQ ¥* ok ok % o ¥k k *hkk & *hkdkhkhdhdk whkhdhkdrrk *k dw ********x*
BOH * ok ok ok % Wk ok k *hkk % AR AL Z X L R ELEXEE X **x** kdkkkkkhk %
B kkkkdk kokkk Rk * Fhkkhkkdkddh ddkirkdkdtx Thykh hdkkkhkhkkr *
OH LR L2 3 E**** *hk%k * ddkkdhkkdk ddhkdkkdkkodk dhdkykh dhkdkdvhkhkde *
0 tkdhkdkk K**** MY khkd * khkdkkhkkkhk EThhkbdkhkhx **0** kktkkhkdt &
+
H * o % k% K**** wkk % Thkhkhkdkkdkdt Hhkhkkhid kkydkhk dkkkkdhkhkt X
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SITE 370 380 390 400 410 420
R FAUKR KH* Khkhdkkgdkdkyhd hkwn dkwkkkkok bl &5 AR L LS e AL TR LY
M FHAXK X ¢ Ak E Ak yhkkygwk LA A S'S ********X*****K* ok khkhk k() whkRkkohw
RM FRXKKK * *hhdkhkyghkddk *hDhrdtd Ddrhkk kb dhk Rk hkkhkokyw kR kk ko
FSBOH * * o okkkEEE kA kK d A kwk FhEhhkkk kkkkhk k kkkkdoh *hk ok k ok
F

SBOH *x221x * #**kkd*Ddkkd *hykkan Kidkhhddkdhhk hkkrd]hk *kkrrdd whkrkn

++ + -
SQ *( X * kEkhkd ddkdk ddkykhhkh wkkhhkkhh KRR hR ok AR AER hwk ko
-+
BOH * 3 O * *ddddd dkdk dhyhdkd ywrhkhhhhh khdkdk &k EkhAArn *kok ok ok k
-+ -
B *w *kh Ik hhk hdkdkyohh dkhkk pwhkhkdhhkk hhkkhhk ok khokwk ko LA AR R R
OH *3 *okkkdkokdk dkhkdk kk kkkk ok wkhkkhEk Akhhkk k kkkhhok %k ok ok ok ok
0O *3r *okkhkkdkk khk ok hkkk yrkkkhhkkhkk Ak ok hokok ok ok LA S 2]
B *y *okkdkkd kkdk kd kdkd Ok dkkkkkkd khkkk ok khkhhkh ko okok ok ok
SITE 430 449 4590 460 470 480
R RF*XxFedhxQrd *hk *k *k hykk Kk ok ok Ok kkkkkk ok kg dyrrdork ey k
o+
M FA*rx*hhhkghdh *k *k hky Rk hpkh kyykk * FhRAkA Ak kdky k phyrkhyk
RM ERAS AL TR D' E RS IR R 2 FIHAThk ok ok k ok ok k kA khk kD k whkykkyk
FSROH kk kkkkk kk kdk khyrkd * khkykk * dko ok kkdkkokkdkdkDyk 2*2**£*
+ + o+
F *x(kk * kkQkE & *h ok kkkkwrkkkk K* * kk(*
-+ -
SBOH I*k hdkkokk Dokdkyrkk * ok ardkok * khkykdk ok yhkhk ok Akkkhhh ko z* * kR (Ok
- +

SQ hk hkkkhdk hdykd hkykdk * o okdypkhk k wkdk ok kkkhkkkhhkok x* o okkark
BOH kk kkkkk khkwkd dhkyhdky k dkkykhkyd X**r * kkkhdkddkddk ydk ok hw
B *k kkkkk **K** **&**K * **X**K* K** * dededode ok Ak x* * kh ok
OH ddk kkkdkdk hkyrkd **X**K * **x*tg* z** * ddekkhokokh ok X* * kK
0 khk kkkkhyrkkykdyhhydky k kk **K* whkk ok dkdehokdkok ok K* * o okk ok
H kk kkkkdk hhyrkdk kdydkkywed hd **K* x**x*x********* K* * kk K
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SITE

FSBOH

SBOH

S0

BOH

OH

SITE

FSBOH

SBOH

SQ

BOH

CH

490

500 510

520 530

540

bk Ak k kR K kREE ok kAR F khghkhyxhkykkyk gk khh gk hhkk hhkk

Kk kR ENEERD A G Gk kAR EF FAgE Rk A gAY Kk kkk kR ph A ARk h A

+ +
ko kMAX KRR Nk kkDrh KRR DR Rk R AT A Kk kkkkkyrkkkkk kkkk
+
* ok kJAAD kK ok kK KK ok kA hkXFHDh KKK DIAAIHND] Kk Ak AKXk kkhx FhkF
- + + + -
* hkykk hkkkkxkk KOk * Kokykk kk(Qhk kk ok YXekyrkkkkd kkkkk KkA*
o
hookk kk kkkdRRAh ok kk kkykk kokyxkoh kk ok kk kkwkd kkkkdk Khkkk
* kk kk kkkRRQhk K kk Khkyghk kk kk khyh  dkydhkkkd kkkkk khkk
+
K ko kk kkkkkghE K Ak kk kk kkywkk Kk K kk kkkkk khkkkk hkowok
kgkE kk krkERYXER % kk kk kk kkQkk Kk ¥ kk kEFAE kkkkk kkkE
3

*okdykk kRREkyxkk ok kk kk ok kkykk kk ok hk kkkokE khkkk ik
Rk kkh kkkkohkyhkdk ok kk kK kk KAk k Kk ok kk kkkkk kkkkk kkkk
Rk ExkE kkkkkykdk K Kk kk ok kkykdk Fk ok Kk khhkk kkkAx KkkX
550 560 570 580 590 600

K okkrhok kkhyk kkk Kk ke khokhhhhhhkhhkdkykhyhd yohkykkkdhkkdky  hykwkk
* KKK RLEEhh kkkgk kkdkkkdkkkkkkkhk khgEA ghyghkkxkhok *yrkk ko
* kkkkk khkhkyk kkdk ok kkkhkhkkhbhdakx khyFk wrykrkrkAAEKr Fyrkkkk
* khkkkk Ehhkyk Khkk ok hhkkkdkhkokkddkdd ok *kDFk DI Qhkkhkkh kK *yk kK

+ + +
*xhkkhk RhRQFEhhF hyrdkkdkhdhkdkdkhkdkhd kk Fhyx k krkkkkkR *(Qkkk ok
+ -
kR ERLAKARE kkk hygEkhkhkkkkkkkdkhd kk kdk ok kkkkkhk *OEE* K
-+

X okkkkRphhhwk kkk Kykkk kA khkkkkkkhkdyxgkk kk ok khkkkhkk  JyF Fhkek
k kkhkkykhhyhkykhkk kykkhhkkkhkhkkkkkhhk kk kx ok dkkkkhkk * dkkk
* okdkkkykkkykgkhkd hxgkkhhkkkkdkhkkdkkk kh kk ok kkkkkhkd y ok Akkk
ko okkkkkyhhhykyxkhd kA kkkkbhkkkkdkhdk kk khk K Khkka A kR * kokdok
A kEk Rk AFAFH ARG hkygkkhhkhkkdhhkkdk kk KEk ok Kxkkhkk * kkhw
* *k kk ok khkkkkkk * kkdkk

*****5***){*5***x*x**************

102



SITE

FSBOH

SBOH

5Q

BOH

OH

SITE

FSBOH

SBCH

SQ

BOH

CH

*X

*X

650 660

*x**x*i*t*ﬁ*x*i

610 620 630 640
*H********** **x******** &**E** *kx * *
ddkdkdkrhkhkhkhkdt ok AR bk hhbhkow M**Z** * &k
ddhkhkkkkhkkhkh hhx hhkdokhkow xx**x** LA B R * »*
*hkhkhkhhkdkhkdd *hk khddkokodhkw 22**2** *k %k K * *
++ -
dhkkkhhkhhkhkt kk Shdkhkhwhd k khk hhkd * L3 4
**********x** ********x *h hx * ok ko k * ok
**********K** ********E *k kwx ***K*xx* E*
**********z** ********5 * % **X***E* * 5*
**********3** ********KK * % **z***z* * 5*
**********K** ********K * % **z***;* * K*
**********z** ********E ¥ % **5***5* * z*
**********K** ********E %* % **O***z* * K*
+
670 680 690 700
* ¥

X***K**z** ****zzx*

z***z**z**x****zé *

Wk ok harkkrk ok LR A 37%'S

piE L L L2

+

*Ekk Kk Kk

*F ok

++
% kW K

-+

* kkyuk hkykhkkkkohk

* **xz* ok Dk ok okk ok ko k

+

Fhyrrk kb kk kb kkk

Ik k EhkykAkrh kb khkhAk

LA A X X4

% % % %k

LA R 24

EXhh Kk kk kkkkkkkkykkkkx

* k%

¥k k

* %k

* ok k

&k &

* &k

*kk

* %

% %

* *

* %

* *

*

* %

de e yr bk

**&**
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* %k ok

%k ok %

* ¥k k

*hkhk

* ¥ k%

& ok ke

* %k ks R

k kky ok %k

* **x LA X
* %
* ek ok ok k
* **O * k&

* ki *  kk

kkkkkhkkhywkhkhk

* ok Xhywrd *****x* * %

* % *t***x* * %

kKD %

Tk kkkkk  x

kh hhkkknx *
*hkkhek +
LA & & & & B
*hk TEEXX K
drk ddhhd ok
LE R X K B & T

*khkhkk *

710 720

Hkkokd kkTk ok ok k
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* %

* R

* *

* *
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SITE

FSBOH
SBOH
S0

BOH

OH

SITE

FSBOH
SBOH
S0

BOH

OH

*

*xz*******

* ok kk ok k

730 740

*hkhkkok ok ko kh **x**
LA & AR S &4 LR R RS & AL TE R
*hkkkhkdkh dkdokdok *kyrk ok
kb hkhhkd whkhkthk *hk *+%

hhkkdkdkkypkrhhd *dk *h

Khdkddrk *****x**x**o*

*****x**x**

LA A A S'E R DS R

750

+* * ok ko
krwrkk kk
* **2**

* de de 3 g o

* khkykhyhkxhhd

* LES RV R &S

kg karkk ok ok k

760

770 780

hdkkdk kohkkhkdkykkhhh xxx*****x*

khkkdphkhkhkhd dkkdkd Ezz*****x*

*hkhkh hhkhkk khkkEk ywyrwhkdkkokyk

*hkEEK

hkhkkkhk Thkkhd 222***** *

+++

* Z*******
*x&*******
*yrh ok kok ok ok ok

Far gk ok ko ke ok ok

780

ek ok ok ok y ok 3k
Thhkkyghh kk
Ekkkkyk ok k*

hdkdkkhkyrkdk dok

800

* **K**X*****
* khyrkdkykhhhk
* *okyrkokyrk ok ok ki

* kkykhyk ok k

810

Ak kkywhh kX *hkhkkk &
kRERIYFAERKRD kkkkk *
+
dkd ok dgr kot ok kg khkEkEkk K
ok ko ok ok ok ey *kkokk ok

*hkkkk

de g dk dde 3z ok ok ok ok ar

dokddkkgek ok kok ks

Wk ok ke ek ok ok ok ok o

820

khkhdyhkhhhkhhkhhkhrhhx
ARSI LA R R E AR LSS

kkdkkyrkkhhkkhkhhhkdrn

hhkdhdk dhkhkhkhhkhbhhkhdxith

dede ok v ok ok ko e e ok ko ok ok
khkkk khkkkkkdhkrdkhhk
*Thkk dhkkkkkkkhhkdhkkw
LAA S SR AR AR RS A LR LS
kdhkdk khkkhkhkdkhkhkhhhkhk

LR A LR AR LR SRS RS

*****E** ******z
*****K** ******E
LR A R 5 S & * ok k ok ko
khkhkdkkJhd khkkhkD

+ +

kkdkddt dk KhkEkhkkd

dhkhd kk kkkkkd
Khkkdh khyhkkEddk
R N Y e L

kkkkk dkhkykkhkkkk

Thdkh hdkykkkkhw

LAA R SR A AL ALERASE R RIS E S IEES'SERE RS
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xhkhkdkkk Kk

XhEEEE *

830 840

dokkyrdkdarark hkkkkkkkokdkkdok

Thhkykkyydk kkEkEihkkxrEEk

***x**xx*z*************

***2** 2* hhkkkthdehhhk

Krd*
x***
K***
X***
3***
x***

K * %k k

Fukkkhihhhhkkdr
*Dkkkdkkkhdhkkkdk
+

kgrkkhd ko dkhkhkn
Kk kkhthdhhkdkkhk
hywkkkkhkkdkrkhkkrdh

kxykhkhhhkhhkkhdd

kT hkkkhkhhkhkdh



SITE

FSBOH

SBOH

50

BOH

OH

SITE

FSBOH

SBOH

50

BOH

CH

850

*X********x*********** *a ok oy ko ok **xi**:&

860

870

880

890

300

t&** Akt k kTR A AT KAk h

*5********5***********X*E*X_**** **X***K*K**X****X***********

*x********x*********** *x*x****zi*x***xix** hhkk*x AAk A A Ak hkdn

kkkhkEkkh kD
+
*kkk ok ko
Foyrkkkhokkkok
dearkok ok ohokok k ok
hyrkkkkokk ok ok

*x********

ok ddkkkkkk

910

* ***x******x*xx****

*XHRE Kk hkk
*yk F ok o ke ke
*

k¥ ke

***2***
’ ***-***
kkk dhhx
*hkdk hkd
*kdk ki

khkk k%%

*okhkhkkkhkkh Rk kkbhk koA k% ****+** LA A B I L A L 3 R TR e
HAEX I AR EAIE KDk DAk ok kD h ] h ok A kh ok Ak kA k ok kkd ok n
+ o+
FEEKHEEFARA ok ok hkh A A IRk ok Kk ok kR ok Ak kA Ak h ok ko k
ERhk kA A d A AR £k kkFhphE xRk k ok hk kAR kkh ek h ok ko
Fhrkkhddhdok ok ok ke khyddhykkd ok ko kh khkkk ko k ok
FRAKAEKLRNE k& kkkkyghk kkk ok Kk hk b kk kA kA Ak ko
R b I A B I S S
KEF IR E Rk d ok Ak khY R E Akk K ko kA kh ke kk Atk hhw
520 930 940 950 960
Tk okgkkk kR kh kA AA KA ARk ok k% KXhwr
el 45+’ S LA LI 23T ST AR AALE LSS EL L e L L R
FEERERKHKFRE kk Ak Ak kkk kAR kR Ak kk £ Rk k J preww
Fhhk ok kEKK kh Kk kkk hkhkhFhkhh hkkh * hkk *ohkk
AN hhE kd Rk kA kkhhk Ak kR R Dk kk * hk 3 QhhkH
+ -+ + + +
Rk ok kdkkdghd ok ok kk hkkhkhkwdkd kkk ok kkwy * ok
Erk ok kA kk ok ok dkkkyhkkkkkkhokhk hk% ok khok *hk
kuk ok kkdkhyhkh ok kkkykkhkhkkkkh hkk ok kkk *ohkk
FhE ok kkkh kk ok kkkykhkkkk bkt dhkk ok kkn *kd ok
FEE K kA kE kk ok RAREFAAERRAAR *Ed Kk Kk *k ok k
kkk k  kkkst kK *kk ok khok *kkk

LE L B X X

* ***K**********
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SITE

FSBCH

SBOH

SQ

BOH

OH

SITE

FSBOH

SBOH

5Q

BOH

OH

970

*OE *******K*** khkkhkkrhkhkhhhkd dhhkhk

+

*M *******x***x************ dr de %k ok ok

* x3*******x*** ************3*****

380

980

1000

KEE dyrkk

**3* * &

* ddkhdhkhd dddk Fhkhhkrdhdhrhhdt Fhkhkwn *k * KK
* 23*******2*** ************3***** **3* ¥ &
+ +
-, kkkdRthhk ddkhk AhhhkAThthkhdhth *hhrd *k * K%
* Fhhkdkhkthk Fhkdk whhkhtdhkhkhhdhhk dhkdhdd *k * *%
* *hhkhddr Fhkdk hhkhkdkhkhkhhkdedkhd hhkwk *k ko
dy WEkhkdhkkdk khkk hkdkhhkrhhkhhkhk *hkk kK Tk ¥ k*
*Z _}5‘******* *hkxt hhkhkkkhhkhkhkdhh *****x ** ok k&
*E K******* *hkk hhkdkhkhkhkdhkdrhkdt *hkohkoh *k * **k
1030 1040 1050 1060

*******E********X*

*******O********z*x

Thhkkdkyhkhkhhk *xkhk LA & B

¥k ok kk *****x***** * dene ek

*******;**k*****x* ddkkkd ok Ekok ko
khkhkdkdk ddkhkkhkkhkdr ok dkdkdek dkkdkk
khkkhhkdh khhkkkdkd Dk hhkkdk kkkkk
+
*hkhkhkdhk Fhkhkdkhkhkdkk X khkkkhk dkkkwx
khhkhkhkkk F*hkhkkhkhkikkx * *hkkkk thkkdkw
dhkhkkdkdhk Fhkkdkhdhdhk * ydkkhkdkdk kkhhok
kkdkkdkhkhk Fhkkdkdhkk * *hkhkk hdkdoh
dkhdkhkhkdkd dhkwdkkddk & *hkhkdhdt Kkhkuk
dhkhkkdkhkdhk Fihdkdkddhd K dhkdkdt khkhkkw
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*****3**}(**

ddkkkdhk d*k k%

LA L KT e
+

1010

1020

* ok % **x**x***********x*

dkyrkhkktrhhhhhk *

*k kb kkhkkhhkdkir R

*

*hkhkhkdkkhkkrier *

kdkkkhkhkhkkhkdh *

*kEkhkhkhkhkrret *

dhkyrhkhkhkdkdkkkhkhdkk &

dkyrkkhkhk bk hkk *

LRSS A AR R AR EE LS B 1
Hhkyrhrkhhhkhhkrkt *

*hykdkhkdhdkkkhkr *

1070 1080
Kkhkkkygkd khkkkoh ok
FhREERQE® Ak hk A &

+
Khkkkghd Erhkk ok Dk

Thhkkk k%

hkckkkDokk
+

kkkhdhkxk K

*khkhkhkyk

kdkkkk kk AEkQhkhhkdhk kdhykrkhkdyx

dkhkkkdk *k k¥

ddkhkdk ki kk

*hkkdkd *k *k

dhkdkkk *hk kon

ok ok okk * %

*khkkd k&

*kkkk **k
kkkkdk hk
kkkkk *k

khkkkt %%k

*****K*
*****z*
*****5*
*****E*

* %k ok ey ok



SITE 10890 1100 1110 1120 1130 1140

R FORERRRAAHAANR AR A KA AR AR F R AR AR A AR R AL A AR KRR KRR R AR H

M LR AR AR A L R R e e 2 S Y S VLR I
+ + + o+

RM A hkhk ok Ahk kA h ko h Tk ko kg kR ke r kb hkhh ARk hd kk ok

FSBOH * kdkkdkhkhkhkhkdhkhkhkd kk khkhhkh kkkrhkbhkk ok hkok hhkkh whh Ak kR *hk ok

F

SBOH  Ax**tkkrhkhdhdbdkyrhkJhhrnaDddhhh ki h ke d vk Rk IRtk ke khh kNI hd *x &
+ - -

S0 KO Ak hkhhhd kb yhd *hhhhyhr ok hkd bbb hkdh chkhhd Adkhddt *k khk o«

BOE *;**************5** Ahhkk hkkkohhokhkokkohhok kkhokk kkhrk hh hk W

B RE bk hok ko k ok kk kN kg kk hhkkk Akkkkkkkkhkkd ok kA hkk kk kA ok kh kkyh

0OH hhhkkkkkhhkkkhhh gk hhkkk ok khhkkhk ko hhhkd Rk kkd kA ko kk ok

0 KOk ko kkhhhkhhhdyyhk Fhdhdk kkkkhhkkhk kot kkkEk kkkkk kk Ak &

H *é**************ﬂ** Ak hh KAk AR EAAAERNAE hhkkd kkdhd kk Ak *

SITE 1150 1160 1170 1180 1190 1200

R kkkk kEk hkkEEAKAE kkkk kkkkdk khkkkhk hhdk

M Kk khypkkykkkkk ok Ak kkkhk kkkkkd khkkhkhk kkxhy

RM *hkk ok kkkkkkkhk kkkd khkhhkh hhkhkohkk khhok

FSBOH **%x% %k *khkhkhhdkhkkh Fhhkk dhkdhdkhkdk dhddkhhdkd *okhk

SBOH dhkdkdk kk dkhkdkhkhkhdkhkhk khdkk dkkkhkhkhk wkhkkhkk hkh kR X

SQ dhhkdk kk hhkkkkkkkd khkh khkdddkd FhhAhkh kkkk W
ROH dhkhkhk kk dkkhdkhkdhkd dhhkkk khhkhkhkk Fhkhhkhkhkhk khkhkr X
B ddkkk khk khktkhkrhhkdkykhkrdk dddkhkkd dhkdkkhkrd krkk 3
8131 dhkdhkk k Ehrhhhkdhkhr FhkEkh AFkhkkhkk khhkhhkthk AhkAh
0 kdkdkdk kk dhkhhkdkhkhkdk kEhkhk Fkhkkhkk dkhkkkhhkk khkhk
H hhdkk kk hhkhkdkdhhdk hhhdykhkdhkhkh dhhkhddkhyhhdhk
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Un premier résultat de 'analyse, site par site, est le fait qu'aucune conversion
genique ne soit détectable entre les séquences Zfx et Zfy du Rat ou des especes récentes

de primates.

Dans |'arbre d'espéces, les sites SBOH et FSBOH sont au niveau le plus élevé
de Ia hiérarchie (fig.4}. Pour cette raison, ils correspondent le plus souvent a des cas
indéterminés. Mé&me si a ce niveau de la hiérarchie, I'analyse site par site donne de
moins bons résultats, elle permet parfois de fournir des informations utiles. On a vu que
I'hypothése d'une conversion génique est retenue lorsque deux nucléotides correspondant
au méme site sont identiques a I'un des deux nucléotides ancestraux. Dans ces
conditions, a ce niveau de la hiérarchie, les sites favorisant I'hypothése d'une conversion
génigue correspondront forcément a une indétermination. L’examen des données indique
que la majorité des sites sont de catégorie 2 et que les sites qui ne correspondent pas 3
une indétermination sont peu nombreux. Ces quelques sites correspondent, bien entendu,

a I'hypothése d'une absence de conversion génique.

L'examen détailié des arrangements observés au niveau des sites SBOH et FSBOH
révéle certaines disparités. Considérons le niveau le plus élevé de la hiérarchie dans
I'arbre des espéces (le point T). Au point T, et pour un site donné, on a deux nucléotides
correspondant chacun a F'un des deux génes étudiés (X ou Y). Ces deux nucléotides sont

soit identiques, soit différents.
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Considérons les arrangements partant du point T et qui, d'aprés I'nypothése de
parcimonie, ne compornent qu'une seule substitution. Dans le cas ol le nucléotide
provenant du géne X et le nucléotide provenant du géne Y sont identiques, on a quatre

arrangements possibles :

{N1) (N1}

AVANNAYA

Ni1 N1

(N1}

AVASNAYA

N2 N1

N1 et N2 représentent deux nucléotides différents.
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Dans le cas ou les deux r ~léotides correspondant au point T sont différents, on

a six arrangements possibles :

AVARVAVAY
AVARNAVA
AVARNAWAN

Si on ne considére que les nucléotides récents (identifiables par reconstruction),
ces dix arrangements appartiennent donc a six catégories :
(NTN1) (N2N1), (NTN1) (N1N2), (N2N1) (NTN1), (NTN2) (N1N1), (NTN1) (N2N3), (N2N3)

(N1N1). Tous ces arrangements devraient éire observés dans les données. On constate
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cependant certaines disparités.

Parmi les quatre arrangements correspondant aux cas indétermings de la catégorie
2 1 (NTNIN1N2, NTN1N2N1, N1N2N1N1, N2N1N1N1), on observe une trés nette
prépondérance des arrangements de types NTNTN2N1 et N2N1N1N1. Sur les 117
arrangements de type 2 recensés, 102 appartiennent a ces catégories. Cetle
prépondérance pourrait s'expliquer soit par des phénoménes de conversion génique, soit
en supposant des taux d'évolution différents dans le groupe des primates et dans celui des

rongeurs, soit par un effet cumulé de ces deux types de phénomenes.

A l'intérieur de cette sous-classe d'arrangements, on pourrait aussi expliquer la
prépondérance des arrangements de type N1N1N2N1 (ils représentent 82% de cette
sous-classe), en supposant que les génes portés par le chromosome Y ont un taux

d'évolution plus élevé que les génes situés sur le chromosome X.

L'inconvénient de cette hypothése est qu'elie ne permet pas d'expliquer ta
prépondérance des arrangements de types N1N2N1N1, par rapport aux arrangements de
types NINTN1N2. Sur les 15 sites appartenant a ces deux catégories, 12 sont de type

NTN2N1N1.

On peut aussi expliquer la prépondérance des arrangements de type NINTN2N1

par 'effet d’'une conversion génique a polarité X-Y. Cette conversion n'affectant que les
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noeuds SBOH et FSBOH, elle est parfaitement compatible avec une prépondérance des

arrangements de type NTN2N1N1.

Une autre anomalie observée est I'absence d'arrangements de type N1N1N2N3 ou
N2N3N1N1. Cette situation correspond au cas oU les nucléotides correspondants au
sommet T sont différents. Le fait que ces arrangements n'apparaissent méme pas au
niveau des sites synonymes dégénérés quatre fois est difficile a interpréter. On pourrait
expliquer cette anomalie en supposant que tous |es sites de niveau T correspondant aux
arrangements examinés étaient, au départ, identiques chez les deux génes. A moins de
supposer que la duplication des génes Zix et Zfy s'est produite juste avant la divergence
des primates et des rongeurs, cette explication parait improbable. Une autre explication
serait la possibilité d'une conversion génique qui se serait produite entre le point T et le

point SBOH ou FSBOH.

Les résultats des tests statistiques suggérent qu'une conversion génique s'est
produite apres la divergence des rongeurs et des primates, soit dans |a lignée du Rat, soit
dans celle du Singe écureuil. L'analyse site par site suggére une absence de conversion
génique chez les espéces récentes de primates. La distribution des arrangements
correspondant & des cas indéterminés est parfaitement compatible avec I'hypothése d'une
conversion genique qui se serait produite au niveau du noeud SBOH ou FSBOH.Toutes
ces observations font pencher en faveur de I'hypothése de conversions géniques

anciennes qui se seraient produites dans le groupe des primates, peu aprés la divergence
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des primates et des rongeurs. L'analyse, site par site, indique, de pius, un sens de

conversion. La polarité la plus fréquente suggére une conversion du géne Y par ie géne

X.

On a vu que le nombre de codoubles est un indice de |a présence de conversions
géniques. La fagon dont ces codoubles sont répartis peut fournir des indications
concernant 'emplacement des zones de conversion. Lorsqu'il n'y a pas de conversion
génique, un codouble est un événement plutdt rare et son apparition nécessite au moins
une convergence. Lorsqu'ily a eu conversion génique, on s'attend a une recrudescence

de codoubles dans la région impliquée dans la conversion.

Lorsqu’'on examine la répartition des 256 sites sélectioﬁnés pour faire le test de
comparaison entre le singe écureuil et le rat, on constate ia présence de codoubles dans
presque toutes les régions des ségquences considérées. Seule une région centrale de 217
nucléotides ne contient aucun codouble. Ces observations suggérent la présence de
conversions géniques qui se seraient produites aux deux extrémités des séquences

étudiées.

Cette subdivision en trois régions est en accord avec les résultats fournis par
'examen des zones & faible densité. En évaluant les variations des valeurs de Ka et de
Ks le long des séquences de primates, Shimmin et al. ont délimité deux zones a faible

densité, correspondant aux intervalles 1 a 437 et 750 a 1184 (Shimmin et al. 1994).
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Méme si I'examen de |a répartition des codoubles délimite une région intermédiaire
un peu plus restreinte (sites 498 a 715), étant donné le caractére approximatif de ce type
de comparaison, on peut considérer gque les résultats ohtenus sont en accord avec les

observations faites par Shimmin et al.

On peut constater la présence de traces de conversion génique dans la partie
terminale des séquences de la Souris. On observe, en effet, chez la Souris, une
agrégation de sites correspondants & I'hypothése d'une conversion du géne Zfy par le
géne Zfx ( sites 1028, 1070, 1097, 1121, 1133, voir Tableau 10 ). Les données
concernant le Renard sont incomplétes, seule une partie du domaine codant pour les
doigts a zinc a été séquencée (site 438 4 749). L'analyse site par site permet, maigré tout,
de déceler les indices d’'une conversion génigue qui se serait produite tardivement dans
la lignée du Renard. Cette hypothése a déja été envisagée (Shimmin et al. 1994, Pamilo
et Bianchi 1993) mais I'analyse, en terme de phylogénie ou a partir des valeurs de Ks, ne
permettait pas de déterminer 'emplacement, méme approximatif, des zones de conversion
génique (Shimmin et al. 1994). L'analyse site par site permet de déceler une agrégation
de sites correspondants a 'hypothése d' une conversion de Zfx par Zfy ( sites 500, 512,
552). L'analyse site par site corrobore donc I'hypothése d'une conversion génique chez
le Renard. Elle suggére, de pius, que la conversion se serait produite dans la premiére

moitié de la séquence examinée ( voir Tableau 10).

114



LIMITES ET FIABILITE DES METHODES EMPLOYEES

Plus on dispose d'information sur une famille multigénique, plus on a de

chances d'identifier correctement les zones de conversion génique.

Les méthodes de compatibilité comme la méiiicde de Fitch sont assez fiables,
car elles s’appuient sur une grande quantite d'information préalable. Il est toujours
bon, cependant, de recourir, dans la mesure du possible, a des méthodes statistiques
(Smith 1992, Hughes 1991). Les méthodes de simulation ont aussi 'avantage d'étre
économigues. Lorsqu'on dispose de peu d'information, elles constituent une

alternative intéressante.

1) LIMITES DES METHODES EMPLOYEES

Les tests statistiqgues sont élaborés en fonction d'une certaine représentation de
la fagon dont {es génes évoluent. L'adéquation de cette représentation reléve de la
théorie de I'évolution moléculaire. [l est possible que ce modéle ne soit pas définitif et
il peut encore étre perfectionné. La validité des méthodes statistiques ne peut étre
déterminée que par rapport au modéle général dans son état actuel. Méme si celte
éventualité est tres improbable, on ne doit pas exclure la possibilité que des
incohérences dans les résultats puissent étre liées a certaines inadéquations du

modéle général.
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Les simulations se font & partir d’un certain nombre d’hypothéses. Ces
hypothéses sont parfois des simplifications du modéle théorique. La nécessité de
simplifier le modeéle théorique ne s'impose pas lorsqu'on utilise des méthodes de
compatibilité. Les hypothéses nécessaires a l'utilisation des méthodes de compatibilité
sont minimales. Comme on I'a vu, les méthodes de simulation peuvent étre utilisées
méme si I'on dispose de peu d'information sur la famille étudiée. Cet avantage a
cependant une contrepartie : la nécessité de faire des hypothéses supplémentaires.
Les méthodes de simulation sont extrémement tributaires des hypothéses qui les

sous-tendent.

Le choix de ces hypothéses se fait en fonction du modéle général. 1l se fait
aussi en tenant compte des nécessités imposées par la nature méme des techniques
statistiques. |l est nécessaire, par exemple, que les &chantillons considérés aient

suffisamment d’ampieur.

Ainsi, dans le modéle de Sawyer, on fait I'nypothése d'un taux de mutation
constant tout le long du géne (modéle a un paramétre). On sait que les modéles
théoriques font une distinction entre les transitions et les transversions. Certains
modeles théoriques envisagent méme 12 parameétres. L'utilisation d'un modéle

simplifie permet d'obtenir de meilleurs résultats statistiques.
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On a vu que les permutations sont faites en tenant compte des classes de
synonymie des différents codons. Comme les séquences ont une longueur finie, pour
que les statistiques aient un sens, il ne faut pas que le nombre de classes

correspondant a des réarrangements soit trop élevé.

Les relations qui existent entre le modéle théorique, ses simplifications et les

statistiques sont représentées ci-dessous.

Théorie de
I’évolution

Genétique des
popuiations

Réalite - Modéles théoriques ~ Modéle simplifié - Statistiques

On peut voir, d'aprés ce schéma, que la probabilité d’'une erreur de type i ne
sera pas calculée en fonction du modéle théorique, mais en fonction du modéle
simplifié. La probabilité de détecter une conversion génigue alors qu’aucune
conversion ne s'est produite dépendra donc de I'adéquation entre le modéle choisi et la

realité.

2) FIABILITE DES METHODES EMPLOYEES

Pour évaluer la fiabilité des méthodes de simulation, deux approches sont
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envisageables : comparer les résultats obtenus (par ces méthodes) avec les résultats

fournis par les méthodes de compatibilité ou effectuer une simulation déterministe.

1 - Comparaison avec les méthodes de compatibilité

Une fagon de tester ia fiabilité des méthodes de permutation est le critére de
cohérence. Si un résultat significatif est corroboré par les analyses de compatibilité et,
d'une fagon générale, si toute l'information dont on dispose confirme le résultat obtenu,

on peut considérer que le test a fonctionné correctement.

Cette fagon de procéder a cependant ses limites car, pour obtenir une bonne
évaluation de |a probabilité d'une erreur de type | (par rapport a la réalité, ce qui s'est
réellement passé), it faudrait un grand nombre de cas, suffisamment documentés pour

que le critere de cohérence puisse étre appliqué.

Méme si beaucoup de cas de conversion génique ont été répertoriés chez un
nombre assez important de familles, Pinformation dont o:: dispose n’est pas encore
assez compléte pour gu'une évaluation de la fiabilité des méthodes de simulation
puisse étre faite de fagon satisfaisante. C'est seulement a la longue que la fiabilite des

méthodes de simulation pourra étre évaluée.
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2 - Simulation déterministe

On a vu que les méthodes utilisées sont appliquées & une matrice de départ qui
représente les données observées. A partir d'un grand nombre de matrices de
données, il serait possible d'évaluer le pourcentage d’erreurs des méthodes utilisées
(on s’attendrait & ce qu'il se situe autour de 5%). Ces matrices de données peuvent
étre obtenues en simulant I'évolution d'un géne (le géne ancestral), en recréant des

dupiications, des conversions géniques, etc.

Ce type de simulation que I'on pourrait appeler "simulation déterministe” a
I'avantage de ne pas étre soumise & la nécessité d'obéir & des critéres statistiques.
Une simulation déterministe peut donc étre effectuée en collant étroitement a Ia

théorie, sans avoir recours a des hypothéses simplificatrices.

Une simulation déterministe ne permettrait pas d'évaluer la fiabilité des
méthodes employées par rapport & la réalité (le passé que I'on veut reconstituer) mais
elle permettrait d’évaluer le bien-fondé des simplifications apportées au modéle

théorique.
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CONCLUSION

Chez les génes d’actines végétales, des phénomenes de conversion génique
n'ont été identifiés que chez le Mais. Les résultats significatifs obtenus ont été
corroborés par I'examen des introns bordant les zones de conversion. En ce qui
concerne les globines, les tests statistiques confirment les résultats de I'analyse de
compatibilité. Dans le cas des génes Zfx/Zfy, des resultats significatifs sont obtenus
lorsqu'une comparaisom est faite entre le rat et le singe écureuil. L'analyse de
compatibilité permet d'interpréter ces résultats . Elle montre que la conversion génique
décelée s'est probablement produite dans la lignée des primates, peu aprés la
divergence des primates et des rongeurs. L'analyse de compatibilité permet aussi

d'identifier des conversions géniques récentes chez le Renard et chez la Souris.

L'étude de ces trois groupes de genes montre qu’il faut utiliser les différentes
méthodes de détection disponibles avec beaucoup de discernement. On ne peut pas
appliquer les mémes méthodes a toutes les familles multigéniques. La détection des
phénoménes de conversion génique doit toujours étre précédée par une étude des
caractéristiques de la famille étudiee. Chaque famille étant un cas particulier, on doit
commencer par recueillir ie maximum d’information sur la phylogénie et le réle des

genes considérés.

Cette étude a accordé une large part aux méthodes statistiques. Méme si ces

120



méthodes sont trés utiles, elles ont leurs limites. 1l convient de rappeler qu'un résultat
significatif n'implique pas forcement qu'il y a eu conversion génique. Dans le cadre du
modéle de référence, il signifie simplement que, probablement, les arrangements

observes sont non aléatoires.

Du fait de leur nature, les tests statistiques n'apportent évidemment aucune
réponse définitive. Une réponse en termes de vrai et de faux serait, bien sir,
préférable a une réponse probabiliste. Dans le cas des actines végétales, I'existence
d'introns trés conservés indique que les résultats significatifs obtenus correspondent a
des conversions géniques. Une confirmation aussi immédiate est plutdt une exception.
La plupart du temps, et ce fut le cas pour deux autres groupes de génes étudiés,
I'analyse devra étre poussée beaucoup plus loin, il faudra comparer les résultats

obtenus a l'information déja disponible.

L'interprétation d'un résultat significatif doit se faire en respectant le critére de
cohérence. De ce point de vue, un résultat significatif doit plutdt étre interprété comme
un indice supplémentaire. |l doit étre considéré comme un morceau d'un puzzle a
reconstituer. Les méthodes de compatibilité et les méthodes de simulation ne
s'opposent pas. Elies n’exploitent pas le méme type d'information et en donnant deux
éclairages différents du méme phénomeéne, elles sont complémentaires. C'est ce qu'on

peut constater lors de I'étude du groupe des génes Zfx/Zfy.
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On a vu que la présence de zones converties pouvait géner considérablement la
reconstruction phylogénétique. L identification des zones de conversion est donc
souhaitable lors de |la détermination d 'une phylogénie. Réciproguement la
connaissance du maximum de données phylogénétiques peut permetire de corroborer

les résuitats de certaines méthodes de détection de la conversion génique.

De ce point de vue, les méthodes de reconstruction phylogénétique peuvent étre
considerées comme des méthodes de compatibilité. On s'attend a ce que les résultats
fournis par les méthodes de reconstruction et les méthodes de détection de la
conversion génigue soient cohérents. Cela vient de ce que ces deux approches sont,
en fait, subordonnées a un objectif plus général : Ia reconstitution d’'un passé lointain,
d'une histoire, celle d’'une famille de génes. Les différents aspects de cette histoire :

- 'arbre des espéces

- I'arbre des génes

- les conversions géniques

doivent s’intégrer pour former un ensemble cohérent. On cherche a reconstituer le
scénario que constitue une phylogénie et ses incidents de parcours : d’éventuelles
conversions géniques. Plus exactement, comme on n’a aucune certitude, on cherche a

reconstituer le scénario le plus probable.
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