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RESUME

La donnée de séquences nucléotidiques permet d’inférer des arbres phylogénétiques, ou phylogénies, qui décrivent
leurs liens de parenté au cours de I’évolution. Associer a ces séquences leur date de préléevement ou leur pays de collecte,
permet d’inférer la localisation temporelle ou spatiale de leurs ancétres communs. Ces données et procédures sont tres
utilisées pour les séquences de virus et, notamment, celles du virus de I'immunodéficience humaine (VIH), afin d’en retra-
cer I'histoire épidémique a la surface du globe et au cours du temps. L’utilisation de séquences échantillonnées a des mo-
ments différents (ou hétérochrones) sert aussi a estimer leur taux de substitution, qui caractérise la vitesse a laquelle elles
évoluent.

Les méthodes les plus couramment utilisées pour ces différentes taches sont précises, mais lourdes en temps de calcul
car basées sur des modeles complexes, et ne peuvent traiter que quelques centaines de séquences. Devant le nombre
croissant de séquences disponibles dans les bases de données, souvent plusieurs milliers pour une étude donnée, le déve-
loppement de méthodes rapides et efficaces devient indispensable. Nous présentons une méthode de distances, Ultrame-
tric Least Squares, basée sur le principe des moindres carrés, souvent utilisé en phylogénie, qui permet d’estimer le taux de
substitution d’'un ensemble de séquences hétérochrones, dont on déduit ensuite facilement les dates des spéciations an-
cestrales. Nous montrons que le critére a optimiser est parabolique par morceaux et proposons un algorithme efficace pour
trouver I'optimum global.

L'utilisation de séquences échantillonnées en des lieux différents permet aussi de retracer les chaines de transmission
d’une épidémie. Dans ce cadre, nous utilisons la totalité des séquences disponibles (~3 500) du sous-type C du VIH-1, res-
ponsable de prés de 50% des infections mondiales au VIH-1, pour estimer ses principaux flux migratoires a I’échelle mon-
diale, ainsi que son origine géographique. Des outils novateurs, basés sur le principe de parcimonie combiné avec différents
critéeres statistiques, sont utilisés afin de synthétiser et interpréter I'information contenue dans une grande phylogénie
représentant I'ensemble des séquences étudiées. Enfin, I'origine géographique et temporelle de ce variant (VIH-1 C) au
Sénégal est précisément explorée lors d’une seconde étude, portant notamment sur les hommes ayant des rapports
sexuels avec des hommes.

MOTS-CLEFS : Moindres carrés, optimisation, estimation statistique, horloge moléculaire, taux de substitution, épidémio-
logie moléculaire, origine du VIH-1 sous-type C.

TITLE: Evolution of HIV: methods, models and algorithms

ABSTRACT

Nucleotide sequences data enable the inference of phylogenetic trees, or phylogenies, describing their evolutionary re-
lationships during evolution. Combining these sequences with their sampling date or country of origin, allows inferring the
temporal or spatial localization of their common ancestors. These data and methods are widely used with viral sequences,
and particularly with human immunodeficiency virus (HIV), to trace the viral epidemic history over time and throughout the
globe. Using sequences sampled at different points in time (or heterochronous) is also a mean to estimate their substitution
rate, which characterizes the speed of evolution.

The most commonly used methods to achieve these tasks are accurate, but are computationally heavy since they are
based on complex models, and can only handle few hundreds of sequences. With an increasing number of sequences avail-
able in the databases, often several thousand for a given study, the development of fast and accurate methods becomes
essential. Here, we present a new distance-based method, named Ultrametric Least Squares, which is based on the princi-
ple of least squares (very popular in phylogenetics) to estimate the substitution rate of a set of heterochronous sequences
and the dates of their most recent common ancestors. We demonstrate that the criterion to be optimized is piecewise
parabolic, and provide an efficient algorithm to find the global minimum.

Using sequences sampled at different locations also helps to trace transmission chains of an epidemic. In this respect,
we used all available sequences (~3,500) of HIV-1 subtype C, responsible for nearly 50% of global HIV-1 infections, to esti-
mate its major migratory flows on a worldwide scale and its geographic origin. Innovative tools, based on the principle of
parsimony, combined with several statistical criteria were used to synthesize and interpret information in a large phylogeny
representing all the studied sequences. Finally, the temporal and geographical origins of the HIV-1 subtype C in Senegal
were further explored and more specifically for men who have sex with men.

KEY WORDS: Least squares, optimization, statistical estimation, molecular clock, substitution rate, molecular epidemiolo-
gy, origin of HIV-1 subtype C.
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Avant -propos

Cette these pluridisciplinaire a été co-financée par I'Université Montpellier 2 et la Région Langue-
doc-Roussillon, puis sur fonds propres par les équipes « Méthodes et Algorithmes pour la Bioinfor-
matique » (MAB) et « Diversité génétique du VIH ; émergence des rétrovirus et autres pathogenes »

dont j’ai fait partie.

Durant la premiéere année, ma thése s’est déroulée au Laboratoire d'Informatique, de Robotique
et de Microélectronique de Montpellier (LIRMM) sous la direction d’Olivier GASCUEL, responsable de
I’équipe MAB, ou j'ai développé mes connaissances théoriques en phylogénie moléculaire paralléle-
ment au développement de la méthode de distances Ultrametic Least Squares (ULS) et au dévelop-
pement d’autres méthodes de distances d’estimation de taux de substitution (SUPGMA, TREBLE,

Pairwise-Distance, etc.).

Au début de la seconde année, et sous la co-direction de Martine PEETERS, responsable de
I’équipe « Diversité génétique du VIH », je me suis initié a la problématique du VIH a I'Institut de Re-
cherche pour le Développement (IRD), ol Nicole VIDAL m’a appris a manier les outils bioinforma-
tiques régulierement utilisés par les membres de I'équipe (Clustal W, NJPlot, PhyML, etc.). Aprés cela,
ma these s’est principalement déroulée a mi-temps entre le LIRMM et I'IRD ou nous avons mis en
place un projet commun visant a retracer I’histoire épidémiologique (géographique et temporelle) du
sous-type C du VIH-1 en Afrique, et simultanément celle des hommes ayant des rapports sexuels
avec des hommes au Sénégal. L'utilisation d’un outil, PhyloType, développé par Frangois CHEVENET,
et pour lequel j’ai apporté ma contribution par des regards critiques et par le développement d’un
logiciel permettant d’enraciner les phylogénies de différentes maniéres, a permis de retracer les
principaux flux de cette épidémie en Afrique. L'origine temporelle et les flux migratoires de cette
épidémie ont aussi été recherchés (sans résultat probant) avec le logiciel bayésien BEAST, sur lequel

Denis FARGETTE a répondu a mes nombreuses questions et interrogations.

11



12 Evolution du VIH : méthodes, modeles et algorithmes

Au début de ma troisieme année, nous avons donc décidé de scinder cette étude en nous focali-
sant, d’abord sur I'origine géographique et temporelle du sous-type C du VIH-1 au Sénégal a l'aide
d’outils déja publiés, mais en limitant le nombre de séquences étudiées a cause d’'un temps de calcul
prohibitif di a certains logiciels utilisés, comme BEAST par exemple ; ces travaux ont fait I'objet d’'une
publication dans le journal PLoS One (Jung et al, 2012). Dans un second temps, nous hous sommes
intéressés a retracer I’histoire épidémiologique de ce variant au niveau mondial, mais en utilisant des
outils informatiques demandant peu de temps de calcul, comme ceux basés sur le principe de parci-
monie. Lors de cette derniere étude nous avons développé et adapté divers indices permettant de

synthétiser I'information contenue dans de grandes phylogénies.

Enfin, a la fin de ma troisieme année, avec l'arrivée au LIRMM d’une post-doctorante, Thu Hien
TO, travaillant aussi sur les méthodes de distances d’estimation de taux de substitution et de data-
tion (en supposant un taux par branche), nous avons finalisé le jeu de données simulées a partir du-

guel sont obtenus les résultats de la méthode ULS présentés dans cette thése.



Introduction

Depuis la découverte du virus de 'immunodéficience humaine (VIH) en 1983, il y a prés de 30 ans,
la recherche fondamentale et la recherche clinique ont contribué a la compréhension de la biologie
du virus, des interactions virus-hote, de la diversité génétique du virus ainsi qu’a I’élaboration de
stratégies thérapeutiques efficaces, malgré I'absence regrettée d’un vaccin préventif ou d’un traite-
ment éradiquant totalement le virus chez une personne infectée (Barré-Sinoussi, 2010; Wainberg &
Jeang, 2008; Weiss, 2008; Gallo, 2006). Une des difficultés majeures a I'élaboration d’'une médication
universelle est la capacité du virus a échapper trés rapidement aux pressions immunitaires ou phar-
macologiques par la production d’'une multitude de variants génétiquement distincts. De ce fait, le
VIH présente non seulement une grande diversité génétique inter-héte, mais aussi intra-hote (Taylor
et al, 2008). Certains projets scientifiques s’attachent d’ailleurs a surveiller I'apparition de nouveaux
variants génétiques, ou de nouvelles mutations de résistance aux thérapies antirétrovirales, au sein
d’une population ou dans une région géographique donnée, afin d’adapter au mieux les traitements
et les tests de dépistage (Hemelaar et al, 2011). Pour ce faire, ces études doivent systématiquement
séquencer le génome du virus, ou une portion de celui-ci, et analyser les séquences obtenues a l'aide
d’outils informatiques. A la fin de ces projets, les séquences sont généralement mises a disposition
du public et peuvent donc étre récupérées dans des bases de données biologiques, notamment dans
celle maintenue par le laboratoire national de Los Alamos, spécifique au VIH. Ces séquences géné-
tiques, éparpillées dans le temps et I'espace au moment de leur prélevement, sont une véritable

source d’information pour les études d’épidémiologie moléculaire.

Les séquences échantillonnées a des moments différents peuvent servir a estimer la vitesse évo-
lutive du VIH. De nombreuses applications biologiques en découlent comme, par exemple, la recon-
naissance de genes devant étre ciblés par les traitements antirétroviraux. En effet, les génes conser-
vés sont essentiels au cycle réplicatif viral et ont donc une vitesse évolutive plus faible par rapport a
celle des autres génes. L'estimation de cette vitesse évolutive est aussi nécessaire pour dater

I'origine d’une épidémie locale ou mondiale. C'est dans ce contexte que Korber et al. (2000), et

13
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d’autres, ont estimé la date de I'ancétre commun aux souches du VIH responsables de la pandémie
actuelle au début du xx° siécle. Pour que cela soit possible, il faut toutefois que les séquences géné-
tiques entre deux temps de collecte présentent une accumulation significative de mutations (Drum-
mond et al, 2003b) et, dans ce cas, ce procédé ne peut étre appliqué aux organismes évolués,
comme 'homme (excepté avec de I’ADN ancien). Les méthodes généralement utilisées pour ce genre
d’étude sont précises, mais lourdes en temps de calcul ; elles ne permettent donc pas de traiter si-
multanément un grand nombre de séquences nucléotidiques (au plus quelques centaines) et ne con-
siderent donc seulement qu’une partie de I'information disponible. Mais devant le nombre croissant
de telles séquences nucléotidiques, le besoin d’une méthode rapide et efficace, pouvant traiter un
grand nombre de séquences, se fait sentir. Dans cette thése, nous proposons une méthode de dis-
tances (approche alternative aux méthodes probabilistes couramment utilisées), Ultrametric Least
Squares, qui permet d’estimer la vitesse évolutive a partir d’un ensemble important (plusieurs mil-

liers voire dizaine de milliers) de séquences échantillonnées dans le temps.

Les séquences échantillonnées en des lieux différents peuvent fournir d’autres informations,
comme, par exemple, la région géographique a l'origine de la diffusion d’une épidémie au niveau
local ou mondial (Holmes, 2008, 2004). Cela ne présente pas qu’un intérét documentaire, puisque
cette donnée peut aider a comprendre la maniére dont une nouvelle épidémie a émergé au sein de
populations données, en observant leurs coutumes et leur environnement, et d'y apporter des solu-
tions afin d’éviter d’autres émergences. A I'aide de ces séquences, il est aussi possible d’identifier les
flux migratoires du virus ainsi que les chaines de transmission majeures ou mineures (par exemple,
de quel pays vers quel pays, de quelle population vers quelle population ou de quel individu vers quel
individu). Les études moléculaires de ce genre sont trés nombreuses et existent pour la plupart des
variants génétiques principaux ou secondaires du VIH (Chen et al, 2011; Faria et al, 2011; Shen et al,
2011; Véras et al, 2011a). Nous y apportons une contribution supplémentaire dans cette thése, avec
une étude ayant pour objectif de déterminer |'origine géographique et temporelle de I'épidémie du
sous-type C (variant génétique responsable de prés de 50% des infections mondiales au VIH de type
1) au Sénégal, a I'aide d’outils phylogénétiques classiquement utilisés. Une seconde contribution,
plus novatrice, est faite lors d’'une étude qui vise a déterminer les principaux flux migratoires de ce
variant a I'échelle mondiale, ainsi que son origine géographique, a I'aide de nouveaux outils informa-

tiques développés pour |'occasion.
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Plan de la thése
Cette these est composée de six chapitres et une annexe. Les trois premiers chapitres présentent

les connaissances nécessaires a la compréhension des trois derniers chapitres qui eux décrivent les

travaux effectués au cours de la these.

Le premier chapitre est une introduction a la phylogénie moléculaire. Les concepts de base, ainsi
que les méthodes et algorithmes classiquement utilisés afin d’inférer une phylogénie a partir de
données moléculaires, y sont décrits. Nous y présentons les bases de données biologiques, essen-
tielles aux études moléculaires, et particulierement la base de données du laboratoire national de
Los Alamos, spécifique aux VIH et SIV, a partir desquelles on peut récupérer des séquences nucléoti-
diques. Puis nous discutons de |'étape d’alignement qui consiste a positionner chaque nucléotide
d’un ensemble de séquences homologues, dérivant d’'un méme nucléotide ancestral, en regard les
uns des autres. Cette étape est le fondement de toutes analyses de phylogénie moléculaire, et de sa
justesse dépendent fortement les méthodes d’inférence phylogénétique. De |a, nous distinguons
deux catégories de méthodes d’inférence phylogénique, comme les méthodes de caractéres, basées
sur I'alignement, ou I'on retrouve les principes de parcimonie et probabiliste (vraisemblance et bayé-
sien, par exemple PhyML et MrBayes) et les méthodes de distances (UPGMA, NJ, FastME, etc.) qui
elles se basent sur une matrice de distances, contenant les distances évolutives entre paires de sé-
guences. Ces méthodes, brievement exposées, utilisent des modéles d’évolution (comme GTR, HKY
ou F84), afin d’estimer, au mieux, la distance évolutive qui sépare les séquences depuis leur diver-
gence de leur ancétre commun, ainsi que des méthodes statistiques afin d’évaluer la fiabilité des
reconstructions phylogénétiques (bootstrap, aLRT, etc.). Enfin, nous présentons des algorithmes de
parcimonie (ACCTRAN, DELTRAN et DOWNPASS) qui permettent, a partir d’'une phylogénie enracinée
et d’annotations associées aux feuilles, de reconstruire les annotations ancestrales, ainsi que la mé-

thode du shuffling qui permet de tester la significativité statistique des résultats.

Le deuxieme chapitre présente différentes méthodes de distances qui permettent d’estimer la vi-
tesse évolutive, ou taux de substitution, a partir de données moléculaires échantillonnées dans le
temps (hétérochrones). Ces méthodes font les hypothéses du modele Single Rate Dated Tips (SRDT),
a taux de substitution constant (a travers le temps) et uniforme (a travers les lignées), mais d’autres
modeles d’horloges moléculaires sont aussi exposés, comme les modeles Multiple Rates Dated Tips
(MRDT), ou les taux de substitution varient entre intervalles de temps, ou Different Rate (DR) qui
suppose un taux de substitution différent par branche. Les méthodes sUPGMA, une approche par
moindres carrés, et TREBLE, une approche par triplets, y sont décrites, ainsi que les régressions li-
naires Pairwise-Distance et Root-to-tip ; cette derniere est souvent utilisée pour sa simplicité, sa ra-

pidité et sa capacité a estimer en méme temps la date de I'ancétre commun. Nous présentons aussi
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deux autres méthodes de distances qui font des hypotheses supplémentaires a celles du modele
SRDT, comme la méthode Langley-Fitch, qui considere un arbre enraciné et la méthode TreeRate, qui
nécessite I'intervention de l'utilisateur afin de définir deux groupes de séquences a partir desquels le
taux est estimé. Enfin, nous présentons rapidement deux méthodes probabilistes, estimant toujours
le taux de substitution sous le modele SRDT, TipDate, une méthode de maximum de vraisemblance,
et BEAST, une méthode bayésienne qui est actuellement la référence dans le domaine, principale-

ment a cause des multiples possibilités qu’elle offre.

Le troisieme chapitre fait un point sur I'épidémiologie moléculaire et les origines zoonotiques du
VIH. La nomenclature associée aux différents variants génétiques du VIH (groupe, sous-type, sous-
sous-type, forme recombinante circulante [CRF] ou unique [URF]) est exposée, ainsi que sa diversité
génétique. En effet, il existe deux types de VIH (VIH-1 et VIH-2), quatre groupes pour le VIH-1 (M, N,
O et P) et huit groupes pour le VIH-2 (A a H). Ces groupes sont a chaque fois le résultat d’'une trans-
mission inter-espece d’un virus infectant les singes d’Afrique a ’lhomme (anthropozoonose), mais
seul le groupe M du VIH-1 est responsable de la pandémie actuelle. La distribution géographique
dans le monde entier des souches du groupe M, présentant une grande diversité génétique (9 sous-
types, AaD, FaH,JetK, et 51 CRF), ainsi que celle des autres variants génétiques sont discutées. Les
origines géographiques et temporelles des différents groupes du VIH sont exposées (par exemple,
I'épidémie du groupe M est datée au début du xx° siécle et son réservoir se situe au sud-est du Ca-
meroun, bien que son épicentre soit en République Démocratique du Congo), ainsi que, brievement,
les facteurs probables a I'origine de ces transmissions inter-espéce (consommation de viande de
brousse, domestication des singes, etc.). Enfin, nous présentons les causes biologiques (sélection
naturelle, multiplication rapide, etc.) et les conséquences de cette diversité génétique (tests de dia-
gnostic, médications, vaccin, etc.), ainsi que les facteurs sociologiques liés a I'expansion de I'épidémie

(guerre, mondialisation, tourisme, groupes a risque, etc.).

Le quatrieme chapitre expose la méthode de distances Ultrametric Least Squares qui permet
d’estimer la vitesse évolutive d’un gene ou d’un organisme, a partir d’'un ensemble de séquences
échantillonnées dans le temps et sous I’hypothése d’une horloge moléculaire stricte. Pour cela, cette
méthode corrige les distances génétiques par I'ajout d’un facteur correctif, proportionnel au taux de
substitution a estimer, aux souches anciennes afin de les voir comme contemporaines. Puis elle mi-
nimise un critere basé sur le principe des moindres carrés (souvent utilisé en phylogénie avec les
méthodes de distances) qui mesure 'ultramétricité d’une distance. Nous verrons que ce critére a le
comportement d’une fonction parabolique par morceaux et proposons un algorithme efficace en
0(n3logn), ou n est le nombre de séquences, pour en trouver le minimum. Une méthode

d’échantillonnage permet de borner cette complexité, et cela sans perte de précision. Cette méthode
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est ensuite adaptée a I’estimation de plusieurs taux de substitution : un pour chaque intervalle de
temps obtenu entre deux dates d’échantillonnage consécutives ou un par lignage (horloges molécu-
laires locales). La précision d’estimation de cette approche est ensuite comparée a celle des autres
méthodes de distances (SUPGMA, TREBLE, Root-to-tip et Pairwise-Distance) et a celle de la méthode
probabiliste de référence BEAST. Les résultats montrent, qu’en moyenne, ULS est la méthode la plus
performante avec des matrices de distances ou des arbres FastME, mais est équivalente a la régres-
sion linéaire Root-to-tip sur des arbres PhyML. Enfin, la confrontation avec BEAST montre que la mé-

thode ULS est meilleure ou équivalente a BEAST.

Le cinquieme chapitre présente le résumé détaillé d’'une étude, sur I'origine géographique et
temporelle du sous-type C du VIH-1 au Sénégal, particulierement chez les hommes ayant des rap-
ports sexuels avec des hommes (MSM), a partir d’outils phylogénétiques déja publiés ; cette étude a
fait 'objet d’une publication dans le journal PLoS One (I’article en anglais est joint a la suite du cha-
pitre). Une grande phylogénie (3 081 séquences) construite avec PhyML, nous a permis d’identifier
les séquences épidémiologiquement proches de celles du Sénégal. Puis, un second arbre de maxi-
mum de vraisemblance (PhyML) et un arbre bayésien (MrBayes) sont calculés mais uniquement avec
les séquences du Sénégal et celles identifiées comme proches. Ces derniers arbres montrent de mul-
tiples introductions de ce variant, provenant de I’Afrique australe et de I’Afrique de I'est, au sein de
la population générale sénégalaise. Les souches isolées chez les MSM forment un cluster, suggérant
une introduction unique de ce variant, suivie d’une diffusion efficace (événement fondateur), prove-
nant de I'Afrique australe (probablement de Zambie). Les analyses temporelles sont faites avec le
logiciel BEAST, sous différents modéles d’horloges moléculaires, et datent I'ancétre commun aux
souches de la population générale au début des années soixante-dix, et celui des MSM environ dix

ans apres, au début des années quatre-vingt.

Le sixieme chapitre explique les méthodes que nous avons développé et auxquelles nous avons
contribué, afin de décrire les flux migratoires mondiaux et I'origine géographique de I'épidémie du
sous-type C du VIH-1, en se basant sur une phylogénie (PhyML) comprenant plus de 3 600 souches,
et sur la donnée des pays de collecte associés a chaque séquence. Trois indices, basés sur les transi-
tions entre pays, obtenues par parcimonie, et associés a des sorties graphiques appropriées, permet-
tent de synthétiser I'information contenue dans la phylogénie. Un de ces indices mesure la dispersion
des feuilles associées au méme pays dans la phylogénie (forment-elles un clade ? sont-elles regrou-
pées ? sont-elles éparpillées ?). Cette mesure peut étre décomposée en une normalisation du
nombre de transitions entrantes et sortantes. Les deux autres indices mesurent les flux migratoires

(de quel pays ? vers quel pays ?) et la symétrie des échanges (y a-t-il autant de transitions d’un pays
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donné vers un autre que l'inverse ? le flux est-il unidirectionnel ?). Ensuite nous avons utilisé le logi-
ciel PhyloType, auquel j’ai contribué pour une part, afin de retracer les chaines de transmission ma-
jeures du sous-type C du VIH-1, reflets d’événements fondateurs probables. De cette étude, nous
avons pu identifier la Zambie comme étant I'épicentre de I'épidémie du sous-type C du VIH-1. Nous
avons aussi identifié les principaux flux migratoires déja connus (comme le lien épidémiologique
entre le Brésil et le Burundi, celui entre I'Ethiopie et I'lsraél, etc.), d’autres nouveaux (comme deux
introductions d’origine géographique différente en Ethiopie, probablement le résultat de
I’observation du sous-cluster C’), ainsi que certaines contradictions avec des résultats déja publiés
(comme le lien épidémiologique entre I'Inde et I’Afrique du Sud que nous observons plutét avec la

Zambie). L’Annexe A contient des résultats supplémentaires concernant cette étude.

Enfin, une conclusion générale rappelle les principaux apports scientifiques de ces travaux de

these, ainsi que les perspectives ouvertes.
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Bagage de phylogénie moléculaire

Nous discutons brievement des concepts de base de la phylogénie moléculaire. Les bases de
données biologiques qui mettent a disposition les séquences nucléotidiques, et notamment la
base de données sur le VIH du laboratoire national de Los Alamos, sont présentées. Puis nous dis-
cutons de I'étape d’alignement, essentielle a toutes analyses de phylogénie moléculaire, qui con-
siste a mettre en regard les nucléotides de chaque séquence homologue, dérivant d’'un méme nu-
cléotide ancestral. Nous présentons ensuite, les principaux modéles d’évolution nucléotidique
(GTR, HKY, F84, etc.) permettant d’estimer la distance évolutive qui sépare les séquences depuis
leur divergence de leur ancétre commun. Les méthodes de distances d’inférence phylogénétique,
comme UPGMA, NJ ou FastME sont rapidement exposées, tout comme les méthodes de parcimo-
nie et les méthodes probabilistes (PhyML, MrBayes). Enfin, nous présentons les algorithmes de
parcimonie ACCTRAN, DELTRAN et DOWNPASS qui permettent d’inférer les annotations ances-
trales d’une phylogénie enracinée a partir d’annotations aux feuilles. La méthode du shuffling qui

permet d’en dégager la significativité statistique est aussi présentée.
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1.1 Introduction

La phylogénie est une discipline scientifique qui étudie les « parentés entre différents étres vi-
vants en vue de comprendre I'évolution des organismes vivants »'. Les premiéres phylogénies
(Charles DARWIN, 1809-1882 ; Ernest HAECKEL, 1834-1919) se basaient sur des caracteres morpho-
logiques, anatomiques et/ou physiologiques afin de comparer les organismes vivants et d’étudier
leur parenté. Mais lorsqu’il s’agit de comparer des organismes bactériens ou viraux ces critéres de

comparaison atteignent leur limite.

Depuis le développement de la biologie moléculaire et la découverte de I’ADN (acide désoxyribo-
nucléique) comme support de I’'hérédité dans les années cinquante, de nouveaux caractéres sont
utilisés comme source d’information pour I'inférence de phylogénies : les séquences de macromolé-
cules (ADN, ARN et protéines). Les premieres études phylogénétiques essentiellement basées sur des
séquences protéiques remontent au début des années soixante et donnent ainsi naissance a une
nouvelle branche de la phylogénie : la phylogénie moléculaire. Mais ce n’est que vers la fin des an-
nées soixante-dix, avec le développement de techniques spécifiques permettant de séquencer des
fragments d’ADN a grande échelle et a faible colit que la phylogénie moléculaire connait un essor
grandissant. En particulier parce que cette discipline est tres utilisée en génomique fonctionnelle,

science qui étudie le réle des génes.

La phylogénie moléculaire est aussi tres utilisée par les épidémiologistes car elle permet de
mettre en évidence des liens entre différentes souches virales, liens qui refletent des chaines de
transmission. Un exemple souvent cité car c’est le premier qui utilise des outils de phylogénie molé-
culaire dans un cadre médico-légal, est celui d’'un dentiste de Floride, séropositif, qui est suspecté
étre la source de contamination de quelques uns de ses patients (Ou et al, 1992). Les indices ayant
menés a cette hypothéese proviennent d’une patiente atteinte du syndrome de I'immunodéficience
acquise (SIDA) mais pour laquelle aucune situation de contamination n’a pu clairement étre identi-
fiée, hormis deux interventions chirurgicales venant de son dentiste. Pour confirmer un éventuel lien
épidémiologique, des souches virales ont été prélevées chez le dentiste, chez la patiente, ainsi que
chez six autres patients qui ont séroconverti pendant I'enquéte ; par ailleurs, trente-cinq souches
virales provenant d’individus locaux ont été rajoutées comme souches témoins. L’analyse phylogéné-
tique de toutes ces souches virales a révélé que la souche collectée chez le dentiste est phylogénéti-
guement tres proche de celles collectées chez ses patients, confirmant ainsi la source de contamina-
tion. Mais le mode de contamination reste indéterminé. De nombreux autres exemples comme celui-

la sont disponibles dans la littérature, Leitner et Fitch (1999) en commentent d’autres.

! Source Wikipédia.
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Dans ce chapitre, nous présentons brievement les différentes méthodes d’inférence phylogéné-
tigue. Mais avant cela, nous présentons les bases de données biologiques, véritables sources
d’information pour les études moléculaires, puis I'étape d’alignement, fondamentale a toute analyse
phylogénétique. Enfin, nous terminerons ce chapitre par I'exposé de quelques méthodes de parci-
monie permettant de reconstruire les annotations ancestrales (par exemple des régions géogra-
phiques) a partir d’'une phylogénie et des annotations associées aux feuilles de cette phylogénie qui
représentent les souches virales de I'alignement. Des compléments d’information peuvent étre trou-

vés dans les ouvrages de Lemey et al. (2009b) ou celui de Felsenstein (2003).

1.2 Bases de données biologiques

Les études de phylogénie moléculaire sont souvent basées sur des séquences nucléotidiques.
Pour étre facilement accessibles, et pour faciliter le traitement de I'information, les séquences nu-
cléotidiques obtenues par les biologistes sont stockées dans des bases de données. Ces bases de
données fournissent aussi une pléthore d’outils pour manipuler ou analyser les séquences, mais aussi
des informations supplémentaires sur chacune d’elles. Ces informations, ou annotations, sont trés
utiles car elles renseignent sur I'organisme de collecte, les propriétés de la séquence, les auteurs,

etc., permettant ainsi de cibler les recherches dans ces bases.

Il existe de nombreuses bases de données biologiques mais la plupart sont spécifiques a un orga-

nisme, une fonction, etc. Toutefois, il existe trois bases de données principales :

- EMBL-Bank (European Molecular Biology Laboratory), maintenue par EMBL-EBI (European
Bioinformatics Institute) a Hinxton au Royaume-Uni ;

- GenBank, maintenue par NCBI (National Center for Biotechnology Information) a Bethesda
aux Etats-Unis ;

- DDBJ (DNA Data Bank of Japan), maintenue par NIG/CIB (National Institute of Genetics, Cen-

ter for Information Biology) a Mishima au Japon.

Ces trois bases de données collaborent ensemble afin de partager les nouvelles soumissions ou
les éventuelles mises a jour. L'ensemble des séquences nucléotidiques publiées y est donc accessible.
Chaque séquence soumise se voit attribuer un numéro d’accession unique (qui reste le méme quelle
que soit la base de données) et qui permet de désigner, sans ambiguité, les séquences dans la littéra-
ture. Par convention, les séquences nucléotidiques sont stockées sous le format de I’ADN, mais les
bases de données contiennent aussi des séquences d’ARN (acide ribonucléique). Dans ce cas, ces
dernieres sont codées avec un « T », qui signifie la thymine, a la place d’un « U », pour designer

I"'uracile.
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Dans nos études, nous utilisons la base de données spécifique au VIH maintenue par le labora-
toire national de Los Alamos : HIV Databases (www.hiv.lanl.gov). Elle met a disposition un grand
nombre de séquences nucléotidiques du VIH de type 1 (VIH-1), du VIH de type 2 (VIH-2) et méme du
SIV (simian immunodeficency virus), virus analogue au VIH mais infectant naturellement les singes
d’Afrique. Mise a jour périodiquement, elle contient toutes les séquences soumises dans GenBank,
avec un décalage de quelques mois sur les derniéres entrées de GenBank. En revanche, les sé-
guences sont annotées avec plus d’informations que celles disponibles via GenBank, comme I'origine
géographique de collecte, 'année d’isolation, le sous-type d’appartenance, le groupe a risque de
I'individu chez lequel elle est prélevée, etc. Ces informations sont récupérées dans les publications
correspondantes aux séquences par les gestionnaires de la base de données. De plus, le site internet
propose une interface de recherche conviviale, ergonomique et adaptée aux particularités du VIH et
du SIV. Il est ainsi tres facile d’obtenir des séquences sur une région précise du génome, provenant
d’un méme pays ou d’'un méme continent, isolées chez un patient avec un facteur a risque particu-
lier, etc. Des outils sont aussi mis a disposition et permettent le traitement spécifique de séquences
du VIH/SIV, comme, par exemple, Sequence Locator qui permet de retrouver les coordonnées de
début et de fin d’'une séquence sur le génome de référence (HXB2 pour le VIH et SIVmm239 pour le

SIV).

Malgré le soin apporté au classement et au référencement des séquences, ces bases de données
peuvent contenir des informations erronées. |l revient a I'utilisateur de vérifier la justesse des infor-

mations.

1.3 L’alignement, une étape indispensable

L'alignement de séquences nucléotidiques est une étape clef des études de phylogénie molécu-
laire. Cette étape ne peut se faire qu’avec des séquences homologues, c’est-a-dire des séquences
nucléotidiques partageant un méme ancétre commun, puisqu’elle consiste a identifier, pour chaque
séquence, les nucléotides dérivant du méme nucléotide ancestral et a les positionner en regard. Le
résultat de cette étape est I'obtention d’'une matrice, appelée alignement, ol chaque ligne corres-
pond a une séquence et ou chaque colonne, appelée site, contient les nucléotides dérivés d’un

méme nucléotide ancestral (Figure 1).

Dans certaines séquences de I'alignement des gaps (ou indels) ont pu étre introduits. lls corres-
pondent aux phénomenes biologiques d’insertions (ajout d’'un ou de plusieurs nucléotides) ou de
délétions (perte d’un ou de plusieurs nucléotides) qui se sont produits au cours de I"évolution. Toute-
fois, I'utilisation de gaps dans un alignement doit étre faite avec parcimonie. Ainsi, un bon aligne-

ment est défini comme un alighement qui contient le moins d’événements de mutation possibles,
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avec des pondérations différentes pour les différents évenements mutationnels (substitution, inser-

tion, délétion, ouverture de gap, prolongation de gap, etc.).

Figure 1. Exemple d’alignement de séquences.

L'alignement du bas est un alignement possible résultant des trois séquences du haut. Les positions 1, 2, 4, 5, 7 et 10 ne
présentent aucune modification. La position 3 présente deux substituions et la position 8 une substitution pour la séquence
S,. La position 6 présente une délétion pour la séquence S5 et la position 9 une insertion pour la séquences S;. D’autres

interprétations de I'alignement sont possibles mais elles impliquent davantage d’évenements de mutation.
L’exemple est extrait de Caraux et al. (1995).

Séquences ST =AGAATAGCCA
S, =AGGATAGG®GA
S3; =AGTATGGA

Alignement 1 234546 78910

S1 G T G
Sy G G T G G -
S3 G T T - G G -

Comme l'alignement est la base de toutes méthodes de phylogénie moléculaire, il est indispen-
sable d’avoir un alignement d’une qualité optimale afin d’inférer des phylogénies fiables. Dans le cas
contraire, elles peuvent contenir des erreurs ou étre aberrantes. C'est pour cela que les biologistes
otent de I'alignement les sites les plus incertains, comme ceux contenant des gaps ou les parties trop

divergentes (souvent en début ou en fin de I'alignement).

Des méthodes automatisées existent pour résoudre des alignements. La plus simple concerne
I'alignement entre deux séquences en se basant sur la distance d’édition (ou distance de Le-
venshtein). Cette distance mesure la similarité entre deux mots. Pour cela, elle calcule le nombre
minimum de remplacements (ou substitutions), de délétions ou d’insertions nécessaires pour trans-
former un mot en I'autre. Rappelons que les séquences nucléotidiques peuvent étre vues comme des
mots sur l'alphabet génétique A = {4,C,G,T}. Un algorithme simple de programmation quadra-
tique permet de calculer la distance d’édition en O(n X m), ol n et m sont les longueurs respectives
des deux séquences. Néanmoins cet algorithme calcule uniquement la distance (ou le score) de
I'alignement optimal. Un algorithme supplémentaire est nécessaire afin d’en déduire I'alignement, il
se fait en O(n + m) en réutilisant le tableau construit lors du calcul de la distance d’édition. Lorsque
I’on souhaite aligner plus de deux séquences simultanément, le probléme devient tres vite complexe.
Il est bien slr possible d’adapter I’algorithme précédent dans le cas de plusieurs séquences, mais la

complexité devient alors exponentielle sur le nombre de séquences, et I'application sur plus de
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guatre ou cing séquences est inenvisageable. Pour contrer ce probleme, des heuristiques sont pro-
posées mais elles ne permettent pas de résoudre avec exactitude le probléeme de I'alignement. Les
biologistes utilisent donc ces heuristiques afin d’obtenir une base convenable de I'alignement, puis le

modifient manuellement avec des logiciels d’éditions.

De nombreux programmes sont disponibles pour résoudre le probleme d’alignement multiple de
séquences. Une liste exhaustive est trouvée dans Lemey et al. (2009b). Dans nos études, seul le logi-
ciel MAFFT (Katoh et al, 2005) est utilisé car il a été démontré qu’il est I'un des plus performants

(Thompson et al, 2011).

1.4 Modeles d’évolution moléculaire

La distance évolutive entre deux séquences nucléotidiques est définie comme « le nombre moyen
de substitutions par site s’étant produites depuis que ces séquences ont divergé de leur ancétre
commun » (Perriére & Brochier-Armanet, 2010). Pour calculer la distance évolutive qui sépare deux
séquences dans l'alignement, une approche simpliste consisterait a compter le nombre de dissem-
blances (c’est-a-dire le nombre de sites différents) et de le diviser par la longueur de I'alignement.
Cette distance évolutive est appelée p-distance (exprimée en substitutions par site) et correspond a
la distance observée entre les deux séquences, et non a la distance évolutive réelle. En effet, imagi-
nons qu’entre deux séquences données, et sur un site donné, les nucléotides A et G sont observés. La
p-distance comptabilise une substitution, car c’est ce qui est observé. Mais si la base A est remplacée
par la base T, puis par la base G, il y a eu deux événements de substitutions réelles, mais toujours une
substitution observée. Donc la p-distance sous-estime la distance évolutive réelle, puisque de nom-

breuses substitutions cachées ont pu se produire.

Des modeles d’évolution sont donc proposés pour estimer au mieux la distance évolutive réelle a

partir de la distance évolutive observée. Ces modeéles font les hypothéeses simplificatrices suivantes :

- les séquences évoluent uniqguement avec un processus de substitution nucléotidique, c’est-a-
dire que les événements d’insertion et de délétion ne sont pas pris en compte ;

- les sites de I'alignement sont indépendants les uns des autres, c’est-a-dire que les événe-
ments évolutifs d’un site n’ont aucune influence et ne sont pas influencés par les évenements
évolutifs des autres sites de I'alignement ;

- le processus d’évolution est markovien d’ordre 1, c’est-a-dire que I'état futur d’un site ne dé-
pend que de son état actuel et non des états passés précédents ;

- le processus d’évolution est identiquement distribué, c’est-a-dire qu’il est le méme quel que

soit le site de I'alighement ;
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- le processus d’évolution est homogéne, c’est-a-dire qu’il ne varie pas au cours du temps, il est
donc applicable a toutes les branches de la phylogénie ;

- le processus d’évolution est stationnaire, c’est-a-dire que les probabilités d’observer une base
particuliére sont celles attendues a I'état d’équilibre (atteint lorsque les séquences ont évolué
apres un temps infini). Ces probabilités sont donc les mémes pour toutes les séquences de
I"alignement, puisqu’apres un temps infini les séquences sont supposées avoir une composi-
tion en base identique ;

- au plus une mutation peut se produire dans un temps infinitésimal, c’est-a-dire qu’il ne peuty

avoir plus d’une substitution simultanément.

Méme si ces hypotheéses simplifient fortement les modeles d’évolution, les résultats obtenus sont

jugés largement acceptables par les biologistes.

Plusieurs modeles sont proposés afin de simuler le processus d’évolution. Chacun fait des hypo-
theses différentes en ce qui concerne les fréquences d’apparition des nucléotides et les taux de subs-
titution (probabilité de passer d’un nucléotide i vers un nucléotide j). Le modele le plus général est le
modele general time reversible (GTR) (Lanave et al, 1984) qui suppose une fréquence d’apparition
différente pour chacun des quatre nucléotides et un taux de substitution relatif différent pour cha-
cune des deux transitions (A <> T et C <> G) et des quatre transversions possibles (A <> C,A<> G, T
&> Cet T & G) (dans les modeéles réversibles comme GTR, le taux de substitution relatif [ou échan-
geabilité] de i = j est supposé le méme que celui de j - i). Comme il existe deux relations linéaires,
une entre les fréquences d’apparition (somme a 1) des nucléotides et I'autre entre les taux de substi-
tution (facteur de normalisation), le modéle GTR a huit parametres libres (4 fréquences + 6 taux sy-
métriques — 2 relations linéaires). Le modeéle de Jukes et Cantor (1969), abrégé JC69, quant a lui, est
le moins général. Il suppose que les fréquences d’apparition sont toutes égales et que les taux de
substitution sont tous identiques. Il n’a donc aucun parametre libre. La Figure 2 liste les modeles

d’évolution les plus utilisés et les classe suivant leurs parameétres libres.

Les modeles d’évolution décrits ci-dessus supposent que tous les sites évoluent de facon iden-
tique, c’est-a-dire que les taux de substitution sont identiques quels que soit les sites de
I'alignement. C’est une hypothese fausse qui peut amener a des estimations biaisées si elle est for-
tement contredite par les données étudiées. Une alternative est d’ajouter un parametre qui permet
de faire varier les taux de substitution en fonction des sites suivant une loi gamma (Yang, 1994, 1993;
Jin & Nei, 1990). Dans la littérature, I'ajout d’'une loi gamma au modeéle d’évolution considéré est
noté +G ou +I'. Généralement on n’est pas capable, pour des raisons mathématiques, d’utiliser la loi

gamma continue standard (I'exception est le calcul des distances évolutives entre paires de sé-
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guences, ou cette loi est utilisable directement) ; on utilise alors une discrétisation de la loi gamma,

souvent a 4, 6 ou 8 catégories, notée +I4, +6 ou +I8.

Figure 2. Liste des modeles d’évolution.

Tableau récapitulant les différents modeles d’évolution généralement employés, organisés en fonction de leur supposition
sur les différents parametres. Les chiffres entre parenthése indiquent le nombre de parametres libres du modéle. Le mo-
dele le plus général est le modele GTR (Lanave et al, 1984) et le plus restreint JC69 (Jukes & Cantor, 1969). Les autres mo-
deles (TN93 (Tamura & Nei, 1993), K2P (Kimura, 1980), HKY85 (Hasegawa et al, 1985) et F81 (Felsenstein, 1981)) sont des
modeles intermédiaires. Le modele K2P est parfois appelé K80. Le modele HKY85 est aussi décrit par Felsenstein (1993)
mais avec une formulation différente (d’ou I'emploi des deux noms).

Fréquence des nucléotides

Identique Différente
< 6 taux relatifs différents pas utilisé GTR (8)
>
g c 3 taux relatifs différents (trans-
o .2 pas utilisé TN93 (5)
E 3 versions et les deux transitions)
KO-
e 8 2 taux différents (transitions
& 2 K2P (1) HKYS85 et F84 (4)
2 8 contre transversions)
x
E 1 taux (tous les taux sont égaux) 1C69 (0) F81 (3)

Ces modeles d’évolutions supposent aussi que tous les sites de I’alignement sont variables, méme
lorsque le méme nucléotide est présent sur chacune des séquences. Ces sites sont peut-étre tres
conservés et évoluent donc a une vitesse nettement différente que celle des sites voisins. Pour sup-
poser qu’une fraction de sites peut étre invariable ou varier avec un taux de substitution tres nette-
ment inférieur a ceux des autres sites, un paramétre supplémentaire, qui mesure la proportion de
sites invariants, est ajouté aux modeles d’évolution (Waddell & Penny, 1996; Gu et al, 1995). Dans les

articles, les modeles rajoutant cette catégorie (potentielle) de sites invariants sont notés +.

Pour les séquences codantes, il est parfois préférable d’utiliser des modeles d’évolution protéique
(donc, a partir de séquences protéiques) plutdét que des modeles d’évolution nucléotidique. Les sé-
guences protéiques sont plus conservées que les séquences nucléotidiques puisqu’elles ne prennent
en compte que les substitutions non synonymes, et de ce fait, elles sont plus adaptées a la comparai-
son de séquences tres divergentes. Les modeles JTT (Jones et al, 1992) et WAG (Whelan & Goldman,
2001) sont parmi les modeéles d’évolution protéique les plus connus et les plus utilisés, mais il existe
une variété de modele d’évolution protéique, en raison des différentes pressions de sélection subies
sur telle ou telle protéine. A cet effet, Dimmic et al. (2002) proposent le modéle rtREV qui est adapté
a I'évolution et aux pressions de sélection de la transcriptase inverse des rétrovirus. Les modeles
d’évolution protéique ne sont pas utilisés dans nos travaux puisque la région génomique utilisée (pol)

reste tres conservée a l'intérieur d’un méme sous-type.
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1.5 Méthodes d’'inférence phylogénétique

Les méthodes d’inférence phylogénétique peuvent étre divisées en deux catégories : les mé-
thodes de distances et les méthodes de caractéres qui comprennent les méthodes basées sur des
modeles probabilistes d’évolution, cités ci-dessus. Les méthodes de distances ont pour base de cal-
cul, non pas un alignement, mais une matrice contenant les distances évolutives entre paires de sé-
guences, tandis que les méthodes de caracteres se réferent constamment a I'alignement. Remar-
guons qu’en phylogénie moléculaire, les distances entre paires de séquences sont calculées a partir
de I'alignement et en utilisant un modele d’évolution. Mais ces distances peuvent tres bien provenir
d’une autre source d’information, comme, par exemple, des données morphologiques. Les méthodes
de distances sont bien connues pour étre rapides en temps de calcul, tandis que les méthodes pro-

babilistes, plus lentes, sont généralement bien plus précises.

Avant d’aborder ces différentes méthodes, nous exposons la représentation d’une phylogénie.

1.5.1 Arbre phylogénétique

Une phylogénie est représentée graphiquement par un arbre, c’est-a-dire qu’elle est composée
de nceuds internes, de nceuds externes (ou feuilles) et de branches. Les nceuds externes représen-
tent les séquences étudiées, parfois appelées OTU (operational taxonomic unit), et les noeuds in-
ternes représentent des ancétres communs hypothétiques, parfois appelées HTU (hypothetical taxo-
nomic unit). Lorsque chaque noeud interne est adjacent a exactement trois branches, la phylogénie
est dite binaire et les noeuds internes des bifurcations. La plupart des phylogénies sont binaires, mais
cela n’est pas une généralité. Lorsque la phylogénie n’est pas binaire, les noeuds internes sont appe-

|és des multifurcations. Par la suite, une phylogénie sera toujours considérée binaire.

Un groupe d’OTU est dit monophylétique si aucun autre OTU ne partage leur ancétre commun,
nous disons qu’ils forment un clade dans la phylogénie. Si des OTU additionnels sont inclus dans ce
clade, ils sont paraphylétiques. En principe, une phylogénie est valuée, c’est-a-dire que chaque
branche a une valeur qui représente le nombre de substitutions par site. Ainsi, en lisant une phylo-
génie il est possible de connaitre la distance évolutive qui sépare deux OTU, elle correspond a la lon-

gueur du plus court chemin qui les sépare.

Une phylogénie peut étre enracinée ou non (Figure 3). Contrairement a une phylogénie non enra-
cinée, une phylogénie enracinée indique le sens du processus d’évolution, c’est-a-dire le sens de
I’écoulement du temps. Plusieurs méthodes existent afin d’enraciner une phylogénie. La plus utilisée

est sans doute I'ajout d’'un ou de plusieurs OTU, appelés outgroup, qui sont connus pour étre les OTU
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distants et monophylétiques par rapport au group d’intérét ou ingroup. Le nceud racine est alors

placé sur la branche qui sépare I'outgroup de l'ingroup.

Figure 3. Différence entre phylogénie enracinée et non enracinée.

La figure A représente une phylogénie enracinée, tandis que la figure B une phylogénie non enracinée. Les deux phylogénies
ont la méme topologie, mais la phylogénie de la figure A est obtenue en ayant supposée que les OTU D et E réferent a un
outgroup, le nceud racine a donc pu y étre placé.

A B

L E B A
Dans le cas d’'une phylogénie non enracinée, il y a exactement 2n — 3 branches internes, ou n est

le nombre d’OTU, et n — 2 nceuds internes. Si elle est enracinée, il faut considérer une branche sup-

plémentaire et un nceud supplémentaire.

Le nombre de topologies possibles croit exponentiellement en fonction du nombre d’OTU. Pour n

OTU, il existe

(2n — 3)!

B0 = 2= 2y

phylogénies enracinées. Le nombre de topologies non enracinées pour n OTU est égal au nombre de
topologies enracinées pour n —1 OTU. Avec 6 OTU nous avons donc 954 topologies possibles de
phylogénies enracinées et avec 9 OTU les deux millions sont dépassés. Il devient donc vite impossible
de parcourir 'ensemble des topologies au fur et a mesure que le nombre d’OTU considéré grandit.
Des heuristiques sont proposées comme alternative a ce probléme. Citons les algorithmes nearest-
neighbor interchange (NNI), subtree pruning and regrafting (SPR) et tree bisection and reconnection

(TBR) qui sont largement utilisés pour explorer un sous-espace de I'ensemble des arbres possibles.

1.5.2 Méthodes de distances

Les méthodes de distances essayent de faire correspondre un arbre (une phylogénie) a une ma-
trice de distances. Les distances de la matrice sont généralement obtenues a partir d’un alignement
et sont symétriques, c’est-a-dire que pour tout x et y, d(x,y) = d(y, x). Par la suite nous noterons
dyy au lieu de d(x,y). Les méthodes de distances peuvent étre scindées en deux groupes : les mé-

thodes agglomératives et les méthodes optimisant un critére.
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1.5.2.1 Les méthodes agglomératives

Les méthodes agglomératives utilisent un algorithme pour construire pas a pas une phylogénie a
partir d’une matrice de distances. Généralement, elles agglomerent deux OTU x et y, répondant a un
critere agglomératif précis, en un nouvel OTU u, puis calculent une nouvelle matrice de distances ou
les OTU x et y sont remplacés par 'OTU u. Le méme procédé est de nouveau répété sur la derniére

matrice de distances et ceci jusqu’a I'agglomération de tous les OTU. La phylogénie est ainsi calculée.

La méthode la plus connue et la plus ancienne est UPGMA (unweighted-pair group method with
arithmetic means) (Sokal & Michener, 1958). Cette méthode est rarement utilisée car elle fait
I’hypothése d’une horloge moléculaire stricte (Zuckerkandl & Pauling, 1965, 1962). L’hypothese de
I’horloge moléculaire stricte stipule que I’évolution est un processus constant et uniforme. Faire
cette hypothese sur une phylogénie, c’est admettre que chaque feuille se situe a égale distance de la
racine. C'est une hypothése trés forte qui nécessite souvent une justification lors de son utilisation.
En revanche, si la matrice de distances satisfait la condition d’ultramétricité, alors I'algorithme UPG-
MA construit la phylogénie optimale et, de plus, elle est enracinée. Dans le cas contraire, cet algo-
rithme n’est plus utilisé. Une matrice de distances est ultramétrique si pour tout triplet x, y et z, la

condition d’ultramétricité (ou condition des trois points)
dxy < max{dxz, dzy}
est vérifiee. Cela signifie que deux des trois distances d,,, dy, et d,,, sont égales et maximales.

Pour surpasser I’hypothése de I’horloge moléculaire stricte faite par I'algorithme UPGMA, une
autre méthode agglomérative est suggérée, il s’agit de neighbor-joining (NJ) (Studier & Keppler,
1988; Saitou & Nei, 1987). NJ est 'une des méthodes de distances les plus utilisées et I'est encore
aujourd’hui (Ye et al, 2011), méme si de nombreuses variantes visant a améliorer cet algorithme sont
proposées. Citons entre autre BIONJ (Gascuel, 1997), generalized neighbor-joining (Pearson et al,
1999), weighted neighbor-joining (Bruno et al, 2000), etc. Cette méthode construit une phylogénie
non enracinée et lorsque la matrice de distances est additive, la phylogénie est optimale ou exacte.
Une matrice de distances est additive si la condition des quatre points (Buneman, 1971) est satis-

faite, c’est-a-dire que pour tout x, y, z et t, nous avons
Ay +dye < max{dxz + dyt, dyr + dyz}.

Cette condition implique que les deux plus grandes sommes sont égales. Seules les matrices additives
peuvent aboutir a une phylogénie non enracinée, telle que la distance fournie en entrée entre deux

OTU x et y est strictement égale a la somme des longueurs de branches sur le chemin reliant x et y
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dans la phylogénie. La condition d’ultramétricité implique la condition des quatre points, donc si la
matrice de distances est ultramétrique (elle est donc aussi additive) alors I’algorithme NJ construit la

phylogénie optimale et la racine se trouve sur le point équidistant a chaque feuille.

1.5.2.2 Les méthodes optimisant un critere
Les méthodes qui optimisent un critéere d’optimalité explorent I'espace des arbres a l'aide

d’heuristiques, puis choisissent la meilleure phylogénie suivant le critere d’optimalité.

Pour les méthodes de distances, deux genres de criteres d’optimalité sont utilisés. Le premier uti-
lise I'approche standard des moindres carrés (Fitch & Margoliash, 1967). Il choisit la phylogénie qui
minimise la somme des différences au carré entre la distance mesurée (celle de la matrice de dis-
tances) sur une paire d’OTU et la distance qui sépare ces deux OTU dans la phylogénie. La phylogénie
résultante est celle qui contient les distances de chemin entre chaque paire d’OTU les plus proches
possibles de celles contenues dans la matrice de distances initiale. Le programme FITCH (Felsenstein,
1989) utilise ce critere pour inférer une phylogénie. Le deuxiéme critére, bien différent du précédent,
consiste a trouver I'arbre d’évolution minimum (minimum evolution, ME) (Kidd & Sgaramella-Zonta,
1971), c’est-a-dire celui qui minimise la somme des longueurs de branches, celles-ci étant estimées
par moindres carrés a partir de la matrice de distances. Le logiciel FastME (Desper & Gascuel, 2002)
utilise ce critére dans sa version « balancée » afin de proposer la meilleure phylogénie possible. Par
la suite, il a été montré que I'algorithme NJ minimise également ce méme critére d’évolution mini-

mum balancé (Gascuel & Steel, 2006).

Diverses études ont montré que cette approche est remarquablement précise et rapide, avec des
algorithmes en 0(n3) ou moins pour construire un arbre initial et le modifier itérativement par mou-

vements NNI et SPR (Vinh & von Haeseler, 2005; Desper & Gascuel, 2004, 2002).

1.5.3 Meéthodes de caracteres

Les méthodes de caractéres regroupent toutes celles qui se basent sur un alignement pour inférer
une phylogénie. Comme les méthodes de distances, elles peuvent étre scindées en deux catégories.
La premiere regroupe les méthodes qui ne sont pas basées sur un modéle d’évolution explicite,
comme la parcimonie. La seconde regroupe les méthodes basées sur un modele d’évolution explicite.
Ces derniéres sont actuellement les plus employées par les biologistes, bien que lourdes en temps de

calcul, en raison de leur fiabilité.

Les méthodes de parcimonie parcourent I'espace des phylogénies possibles et choisissent celles
qui minimisent la quantité de changement évolutionnaire, c’est-a-dire celles qui expliquent

I'alignement avec le moins de substitutions possibles (Fitch, 1971; Farris, 1970; Kluge & Farris, 1969).



Chapitre 1 31

En ce sens, elles rappellent le critére d’évolution minimum. Le point de vu philosophique derriere ce
critére est que les hypotheses les plus simples sont souvent préférables aux plus compliquées. De ce
fait, ces méthodes n’utilisent pas de modéle d’évolution a proprement parler. Aujourd’hui les mé-
thodes de parcimonie sont de moins en moins utilisées pour inférer des phylogénies, mais elles res-
tent utilisées pour inférer des annotations ancestrales a partir d’annotations contemporaines et
d’une phylogénie précédemment calculée (cf. section 1.6). Dans ce cadre, ou il n’existe souvent pas
de modeles bien étudiés et incontestables, elles offrent une grande simplicité associée a des algo-

rithmes rapides.

Les méthodes du maximum de vraisemblance (maximum likelihood) sont des méthodes probabi-
listes qui calculent une probabilité conditionnelle (la vraisemblance) exprimant le fait d’observer
I'alignement suivant un modeéle d’évolution particulier et une phylogénie particuliére. Depuis
I'introduction de ce principe en phylogénie en 1981 par Joseph FELSENSTEIN (Felsenstein, 1981), son
utilisation est devenue de plus en plus populaire, en particulier grace aux avancés algorithmiques et
technologiques qui réduisent leur temps de calculs. Leur but est de choisir la phylogénie (un par-
cours, généralement heuristique, de I'espace des topologies est nécessaire) et les parameétres du
modele d’évolution (qui peuvent étre estimés en méme temps que la recherche de la topologie) qui
maximisent la vraisemblance, contrairement aux méthodes de distances ou c’est le plus souvent
I'utilisateur qui choisit les valeurs des parametres du modele d’évolution. Outre le fait de se baser sur
un modele d’évolution, un avantage des méthodes de vraisemblance et de distances par rapport aux
méthodes de parcimonie est de converger vers la vraie phylogénie au fur et a mesure que la quantité
d’information en entrée augmente, et sous la condition que le modéle évolutif choisi soit le vrai mo-
dele auquel obéissent les données (Felsenstein, 1978). Le logiciel PhyML (Guindon et al., 2010; Guin-
don & Gascuel, 2003) utilise ce principe pour inférer des phylogénies. C’'est I'un des logiciels les plus
utilisés dans ce domaine et il le sera aussi dans nos études. D’autres logiciels sont aussi disponibles

comme RAXML (Stamatakis, 2006) ou DNAML (Felsenstein, 1989).

Une derniére classe de méthodes de caracteres existe. |l s’agit des méthodes bayésiennes, tres
proches des méthodes de vraisemblance. Ces méthodes sont fondées sur le théoréme de BAYES
(1702-1761) qui fut publié a titre posthume en 1763. Ce théoréme combine la probabilité a priori
d’un arbre P(T) avec la vraisemblance P(D|T) d’observer les données D (qui incluent I'alignement,
les parametres du modeéle d’évolution et les longueurs de branches) sachant la topologie T pour en

déduire la probabilité a posteriori de T, P(T|D), par

P(D|T)P(T)

P(T|D) = )
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La probabilité P(D) est une constante de normalisation définie comme la somme des numérateurs
pour toutes les topologies possibles : P(D) = Y.t P(D|T)P(T). L'objectif est alors de maximiser la
probabilité a posteriori P(T|D). En pratique, le calcul de la probabilité P(D) est trop complexe et on
utilise des algorithmes de type MCMC (Markov Chain Monte Carlo), et la variante Metropolis-
Hastings (Metropolis et al, 1953; Hastings, 1970), qui permettent de s’affranchir du calcul de P(D).
Ces algorithmes effectuent un parcours au hasard de I'espace des arbres, mais a I'aide d’une marche
guidée, jusqu’a un état d’équilibre. Puis un consensus des arbres obtenus est calculé aprés la sup-
pression des premiers arbres calculés avant |'état d’équilibre (burn-in). Plus le nombre d’arbres par-
courus est grand, meilleure est I'approximation. Généralement, cet algorithme nécessite au mini-
mum un million de générations (nombre d’arbres parcourus) et reste réservé pour des phylogénies
ne dépassant pas quelques centaines d’OTU. La différence fondamentale entre les méthodes bayé-
siennes par rapport aux méthodes de vraisemblance est que les parameétres suivent une distribution
donnée a priori par I'utilisateur. Ceci en fait une méthode assez controversée puisque les résultats
sont modifiables suivant les choix effectués, sans que ces choix puissent étre guidés par des principes
rigoureux. Le logiciel MrBayes (Ronquist & Huelsenbeck, 2003), utilisé dans nos études, lorsque cela
est possible, permet d’inférer des arbres phylogénétiques sous ce principe. C’'est aussi un des pro-

grammes de phylogénie les plus utilisés a I’heure actuelle.

1.5.4 Fiabilité des phylogénies

Différentes méthodes statistiques permettent de tester la fiabilité des arbres phylogénétiques, en
particulier celle des branches internes. Ces techniques sont systématiquement utilisées lors de
I'inférence d’arbres phylogénétiques. La plus répandue est celle du bootstrap (Felsenstein, 1985).
Cette technique utilise le ré-échantillonnage aléatoire pour générer un grand nombre (souvent
1 000) d’alignements bruités. Ces derniers sont construits sur la base de I'alignement de départ. Un
alignement bruité est constitué d’'une succession de sites (autant que pour I'alignement de base)
choisis aléatoirement (avec remise) parmi ceux de I'alignement de départ. Ainsi, certains sites de
I'alignement initial peuvent apparaitre plusieurs fois, tandis que d’autres jamais. Des phylogénies
sont ensuite calculées, sur la base de ces alignements bruités, avec la méme méthode et les mémes
parametres que ceux utilisés pour calculer la phylogénie initiale. Le support statistique attribué a
chaque clade de la phylogénie de départ correspond au nombre de fois ou ce clade est trouvé dans
les réplicas bruités. Plus le signal phylogénétique est fort, plus le support bootstrap est élevé. Cette
méthode est I'une des plus employée et il est communément admis qu’un support de bootstrap su-
périeur a 80% est statistiquement fiable. Cependant, elle a un inconvénient majeur. Si le temps de
calcul nécessaire pour inférer la phylogénie initiale est de x unités de temps, alors 1 000 X x unités

de temps sont nécessaires pour estimer les supports de branches. Par exemple, si I'inférence d’une



Chapitre 1 33

phylogénie dure 20 minutes, il faut 20 X 1 000 minutes (soit presque 14 jours) pour calculer les sup-
ports de branches associés. En pratique, les supports sont souvent calculés avec 100 réplicas (ce qui

revient a un peu plus de un jour de calcul avec I'exemple précédent).

Pour augmenter la vitesse de calcul des méthodes probabilistes, d’autres tests statistiques sont
proposés. Les méthodes de vraisemblance utilisent le test approximate likelihood-ratio test (aLRT)
(Anisimova & Gascuel, 2006) qui estime les supports de chaque branche a I'aide de la seconde meil-
leure phylogénie parmi les deux différentes phylogénies obtenues par permutation des quatre
branches adjacentes a la branche d’intérét (deux mouvements NNI). En général, les supports sont
jugés significatifs a partir de 80-90%. Quant aux méthodes bayésiennes, elles utilisent les arbres gé-
nérés par la méthode MCMC pour en déduire les supports de branches ou probabilités postérieures.
Toutefois, cette derniére méthode a tendance a surestimer les vrais supports de branches (Douady et
al, 2003), et c’est pour cela que seules des probabilités postérieures supérieures a 95% ou proches de

100% sont jugées statistiquement fiables.

1.6 Reconstruire I’évolution de caracteres

Outre le fait d’informer sur les relations de parenté, les phylogénies trouvent de nombreuses
autres applications. Certaines sont exposées dans l'introduction de ce chapitre, d’autres dans les
chapitres suivants de ce mémoire. Dans cette section, nous introduisons quelques concepts pour

reconstruire I’évolution de caractéres a partir d’une phylogénie.

Ici, un caractere est un ensemble d’annotations (ou états) qui sont capables d’évoluer de I'une
vers l'autre (Maddison & Maddison, 2003). Par exemple, I'annotation « yeux bleus » est cohérente
avec les annotations « yeux verts » et « yeux marrons » et il est supposé que I'on peut passer de
I'une vers l'autre et vice-versa. Ce caractere, « couleur des yeux », est un caractere discret car la
transition d’une annotation a une autre s’opére en une fois et (généralement) non graduellement.
Toutefois, les caractéres évoluant continuellement (comme la taille ou le poids) peuvent aussi étre
vus comme des caracteres discrets en considérant un intervalle de valeur comme une annotation
(Maddison & Maddison, 2003). Les zones géographiques et les pays sont des caracteres discrets cou-
ramment utilisés, qui feront I'objet d’études dans cette these, pour déterminer les flux épidémiques

du sous-type C du VIH-1 a la surface du globe.

La reconstruction d’annotations ancestrales cherche a déterminer quelles sont les annotations
des HTU a partir : (1) des annotations associées aux OTU et (2) d’'une phylogénie enracinée. La phylo-
génie doit nécessairement étre enracinée afin d’orienter le cours de I’évolution. Dans le cas discret,

les annotations ancestrales ne peuvent prendre que des valeurs parmi les annotations assignées aux



34 Evolution du VIH : méthodes, modeles et algorithmes

OTU. Il est donc nécessaire de considérer des OTU pertinents. Ainsi, nous pouvons déja énoncer trois
hypotheses fondamentales sur lesquelles se basent toutes les méthodes de reconstruction de carac-

teres (Omland, 1999) :

- la phylogénie utilisée est la « vraie » phylogénie ;
- tous les OTU pertinents sont dans la phylogénie ;

- les états sont correctement assignés aux OTU, et cela sans erreur possible.

Méme si ces trois hypothéses sont parfaitement respectées, les méthodes de reconstruction de ca-
ractéres ancestraux ne garantissent pas la fiabilité des résultats. Elles suivent des principes divers que

nous décrivons maintenant.

Dans le cas de caractéres discrets, les méthodes de reconstruction de caractéres ancestraux géné-
ralement utilisées sont basées sur le principe de parcimonie qui choisit la reconstruction impliquant
le moins de changements de caractére le long de I'arbre phylogénétique. Des méthodes plus élabo-
rées existent, certaines sont basées sur le principe du maximum de vraisemblance (Schluter et al,
1997) et d’autres sur des approches bayésiennes (Schultz & Churchill, 1999), mais elles nécessitent
un modeéle probabiliste de transition entre annotations afin d’inférer les annotations ancestrales.
L’élaboration d’un tel modele n’est pas chose aisée et les erreurs de jugement peuvent produire des
résultats biaisés. Certaines méthodes récemment développées peuvent auto-estimer les parameétres
du modele probabiliste mais le temps de calcul en est considérablement rallongé (Lemey et al,
2009a). Méme si les méthodes de parcimonie n’utilisent pas de modeéle probabiliste, il est toutefois
possible d’attribuer des contraintes ou des poids sur les transitions afin d’en privilégier certaines par
rapport a d’autres. On distingue ainsi plusieurs principes de parcimonie (Maddison & Maddison,
2003). Dans le cas de caractéres continus, les méthodes de parcimonie sont rarement utilisées car
elles n"emploient pas I'information contenue dans les longueurs de branches, information générale-
ment nécessaire pour reconstruire correctement les caracteres ancestraux continus. Par la suite,
nous nous focaliserons sur les méthodes de parcimonie et leur utilisation sur des caractéres discrets,
avec en ligne de mire les annotations géographiques qui seront étudiées au Chapitre 6 sur I'épidémie

du VIH-1 sous-type C a I’échelle mondiale.

Les méthodes de parcimonie font trois hypothéses supplémentaires a celles émises précédem-

ment (Omland, 1999) :

- les transformations sont identiquement probables quelle que soit la branche, c’est-a-dire que

les longueurs de branches ne sont pas prises en compte ;
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- les taux d’évolution d’un état vers un autre doivent étre relativement lents, et on suppose
gu’au plus une transition a lieu sur chaque branche de l'arbre ;
- les colts de transformations sont symétriques, c’est-a-dire que la probabilité de gagner ou de

perdre un état est identique.

Il existe plusieurs méthodes de parcimonie permettant de reconstruire les annotations ances-
trales. La méthode de parcimonie la plus utilisée est la parcimonie non ordonnée (Fitch, 1971; Harti-
gan, 1973), c’est-a-dire que la transition d’un état vers n’importe quel autre état a le méme co(t. On
parle de parcimonie de Fitch. Pour la calculer et déterminer les états ancestraux on utilise deux
étapes successives. Une premiere étape, appelée UPPASS, parcourt I'arbre des feuilles jusqu’a la
racine en assignant a chaque nceud ancestral I'information relative aux seuls nceuds fils. La Figure 4
décrit les étapes de I'algorithme UPPASS. A la fin de cette étape, les états assignés aux nceuds ances-
traux ne sont pas forcément les plus parcimonieux, puisqu’ils sont calculés uniquement avec
I'information des noeuds inclus dans le clade sous-jacent et ne considéere donc pas I'information de
toute la phylogénie. lls sont simplement les plus parcimonieux par rapport au clade sous-jacent. Ain-
si, le seul nceud qui y fait exception est le nceud racine, puisque I'information de toute la phylogénie
sert a le calculer.

Figure 4. Algorithme UPPASS.
L’algorithme UPPASS est un algorithme récursif de type « postorder », dans lequel le calcul a proprement parler se fait
apres les appels récursifs. Il utilise un parameétre qui est un nceud (initialisé avec la racine de la phylogénie) et calcule les

états associées aux noeuds ancestraux. N est le nceud courant, G et D ses fils gauche et droit et P le nceud pére. S(X) est
I’'ensemble des états associés au nceud X.

Entrée : N un noeud

1 si N est une feuille alors

2 S(N) = étatassociéa N

3 sinon

4, UPPASS(G)

5. UPPASS(D)

6 siS(G) N S(D) = @ alors

7 S(N) =S(G)uS(D)
9. sinon

10. S(N) =S5(G)nS(D)
11. fin si

Une deuxiéme étape, appelée DOWNPASS (Maddison & Maddison, 2003), parcourt I'arbre de la
racine aux feuilles en considérant pour chaque nceud I'information des noeuds adjacents. Comme la
racine contient déja la valeur la plus parcimonieuse, cette deuxieme phase commence avec les

nceuds fils du nceud racine. La Figure 5 décrit les étapes de l'algorithme DOWNPASS. Apres
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I'application de cet algorithme, chaque nceud interne contient les valeurs finales issues de
I'information de tous les noeuds et feuilles de la phylogénie. Cette information nous dit essentielle-
ment quels sont les états du nceud qui appartiennent a au moins un scénario optimal de parcimonie.
Il faut noter que toutes les combinaisons d’annotations ancestrales ainsi obtenues ne correspondent
pas a un tel scénario optimal, loin de la. Nous y reviendrons plus loin.

Figure 5. Algorithme DOWNPASS.

L'algorithme DOWNPASS vient en complément de I'algorithme UPPASS pour intégrer I'information de toute la phylogénie
sur chacun des nceuds internes. N est le noeud courant, G et D ses fils gauche et droit et P le noeud pere. S(X) est

I’ensemble des états associés au nceud X. C’est un algorithme récursif de type « preorder », dans lequel le calcul a propre-
ment parler se fait avant les appels récursifs.

Entrée : N un noeud

1 si N n’est pas une feuille alors

2 si N n’est pas la racine alors

3 V =S(P)nS(G)NS(D)

4, siV = @ alors

5. V=@EP)NSG)UESP)NSD)) VU (SG)nSD))
6 fin si

7 siV = @ alors

8 V=S{P)uS(G)uS(D)
9. fin si

10. S(N)=V

11. fin si

12. DOWNPASS(G)

13. DOWNPASS(D)

14. fin si

Aprés |'utilisation de I'algorithme DOWNPASS, des ambiguités peuvent se produire au niveau des
nceuds internes, c’est-a-dire qu’un nceud interne peut étre associé a plus d’'une annotation, signifiant
qgue la parcimonie hésite entre plusieurs solutions. Ces ambiguités peuvent étre génantes lors de
I’estimation du nombre de transitions (nombre de branches ayant des annotations différentes a ses
extrémités), pratique courante dans ce genre d’étude. Il existe plusieurs possibilités afin de diminuer
ces ambiguités. Les deux plus connues sont les algorithmes ACCTRAN (accelerated transformation)
(Farris, 1970) et DELTRAN (delayed transformation) (Swofford & Maddison, 1987). Ces deux algo-
rithmes font des hypotheses différentes en ce qui concerne le choix final des états de chaque noeud
interne. La méthode ACCTRAN force les changements d’états a se produire le plus prés possible de la
racine et donc a favoriser les transformations reverses, tandis que la méthode DELTRAN force les
changements d’états a se produire le plus pres possible des feuilles et donc a favoriser les transfor-
mations paralléles. La Figure 6 décrit I'algorithme ACCTRAN, proposé conjointement par Farris et

Fitch, et la Figure 7 I'algorithme DELTRAN. Il faut bien noter que I'algorithme ACCTRAN remplace
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I'algorithme DOWNPASS, alors que l'algorithme DELTRAN vient en complément de I'algorithme
DOWNPASS, aprés son exécution.

Figure 6. Algorithme ACCTRAN.

L'algorithme ACCTRAN remplace I’algorithme DOWNPASS afin de diminuer les ambiguités de valeurs au niveau des nceuds
internes de la phylogénie. L’annotation d’un nceud privilégie les informations venant des fils plutét que du pere, et va
« pousser » les changements vers la racine. N est le nceud courant, G et D ses fils gauche et droit. S(X) est I'ensemble des
états associés au nceud X.

Entrée : N un noeud

1 si N n’est pas une feuille alors

2 siS(N) N S(G) # @ alors

3 S(G)=S(N)nS(G)

4, sinon

5. S(G) est inchangé et contient I'information issue de ses fils apres UPPASS
6 fin si

7 siS(N) nS(D) # ¢ alors

8 S(D)=S(N)nS(D)

9. sinon

10. S(D) est inchangé et contient I'information issue de ses fils apres UPPASS
11. fin si

12. ACCTRAN(G)

13. ACCTRAN(D)

14. fin si

Figure 7. Algorithme DELTRAN.

L'algorithme DELTRAN vient en supplément de I'algorithme DOWNPASS aprés son exécution afin de diminuer les ambi-
guités de valeurs au niveau des noeuds internes de la phylogénie. L’annotation d’un nceud privilégie ainsi les informations
venant du pere, et « pousse » les changements vers les feuilles. N est le noeud courant, G et D ses fils gauche et droit et P
le nceud pére. S(X) est 'ensemble des états associés au noeud X. Comme on se place aprés DOWNPASS, S(N) contient
déja tous les états les plus parcimonieux, contrairement & ACCTRAN ou S(G) et S(D) ne contiennent que les informations
issues des clades de racine G et D.

Entrée : N un noeud

1 si N n’est pas une feuille et N n’est pas la racine alors
2 siS(P) NS(N) # @ alors

3. S(N)=S(P)nS(N)

4, fin si

5 DELTRAN(G)

6 DELTRAN(D)

7 fin si

Les algorithmes ACCTRAN et DELTRAN ne résolvent pas forcément toutes les ambiguités des
nceuds internes, c’est-a-dire qu’aprées I'application de I'un ou l'autre, des nceuds internes peuvent
encore étre ambigus, en particulier lorsque le nceud racine I'est. Dans ce cas, lors de I'estimation du
nombre de transitions, certains auteurs ne considérent pas ces noeuds (Nakano et al, 2004) ou alors

ils calculent le nombre moyen de transitions parmi toutes les reconstructions les plus parcimonieuses



38 Evolution du VIH : méthodes, modeles et algorithmes

possibles (Salemi et al, 2008). La Figure 8 montre I'application des algorithmes ACCTRAN, DELTRAN et

DOWNPASS sur une phylogénie exemple.

Figure 8. Exemple d’application des algorithmes ACCTRAN, DELTRAN et DOWNPASS.

La figure A montre les résultats de I'application d’ACCTRAN, la figure B ceux de DELTRAN et la figure C ceux de DOWNPASS
sur une méme phylogénie. Les résultats de I'algorithme UPPASS sont indiqués en vert, ceux d’ACCTRAN, DELTRAN ou
DOWNPASS en rouge. Les barres obliques indiquent les branches ou des transformations ont lieux. Les reconstructions
coltent chacune quatre transitions, mais la reconstruction avec DOWNPASS hésite entre deux scénarios possibles.
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Le plus utilisé de ces deux algorithmes semble étre ACCTRAN ou, si DELTRAN est choisi, les résul-
tats avec ACCTRAN sont souvent présentés en complément (Agnarsson & Miller, 2008), I'idée étant
que ces deux algorithmes constituent deux extrémes et que la « vérité se situe entre les deux » (cf.
ci-aprés). Cela est du a un commentaire de De Pinna (1991) qui argumente sur le fait que les trans-
formations reverses sont préférables aux transformations paralléles. Mais aucune preuve formelle ne
démontre qu’ACCTRAN serait mieux que DELTRAN ou vice-versa. L’utilisation de I'un ou l'autre dé-
pend en réalité largement du caractere étudié. En effet, lorsque I'on considere des caracteres mor-
phologiques, on favorise les séquences acquisitions — perte (par exemple d’ailes fonctionnelles) plu-
tot que I'invention multiple de caracteres. En ce sens, la parcimonie ACCTRAN est préférable puis-
gu’elle force les changements a se produire le plus prés possible de la racine et donc défavorise les

mutations paralléles par rapport aux évenements reverses. Mais lorsque des caracteres épidémiolo-
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giques sont considérés, comme par exemple des lieux géographiques, il est plus facile de penser
gu’une épidémie s’intensifie dans un lieu donné avant de se diffuser a partir de celui-ci, avec des
transmissions multiples. Dans ce cas, I'algorithme DELTRAN est le plus approprié puisqu’il force les

changements (de lieux) a se produire le plus prés possible des feuilles.

En considérant I'espace de toutes les reconstructions les plus parcimonieuses possibles (most par-
simonious reconstruction, MPR), c’est-a-dire celles qui minimisent le nombre de changement d’états,
ainsi qu’une relation d’ordre sur cet espace, Minaka (1993) a montré que les algorithmes ACCTRAN
et DELTRAN sont les deux bornes de cet espace. Ainsi, si les résultats d’ACCTRAN et de DELTRAN sont

identiques, il en est de méme pour toutes les autres MPR.

Plusieurs méthodes statistiques existent afin de tester la fiabilité des reconstructions de carac-
téres ancestraux par parcimonie. Elles sont toutes basées sur des méthodes de Monte Carlo et com-
parent la quantité de transitions observées a celle de I’hypothése nulle ou panmixie, dans laquelle il
n’y aurait aucune corrélation entre la phylogénie et les annotations étudiées. Nous présentons ici la
méthode de ré-échantillonnage aléatoire, ou shuffling, qui mélange les annotations des OTU et es-
time de nouveau, sous les mémes conditions, la quantité de transitions. Typiquement ce procédé est
répété un grand nombre de fois (1 000 ou 10 000). La quantité de transitions observées est alors
comparée a la distribution des quantités obtenues aléatoirement afin de définir sa significativité sta-
tistique. Slatkin et Maddison (1989) semblent étre les premiers a avoir utilisé cette procédure qui est
maintenant un standard dans le domaine. Cette méthode de ré-échantillonnage aléatoire sera utili-
sée dans notre étude sur I’épidémie mondiale du VIH-1 sous-type C (Chapitre 6) pour établir les signi-
ficativités statistiques de différents critéres. Elle donne une vision plus compléte et interprétable que
I"approche consistant a soustraire au nombre de transitions observées le nombre de transitions at-

tendues par hasard dans le modéle nul de panmixie (Nakano et al, 2004).






Chapitre 2

Méthodes de distances pour estimer le
taux de substitution a partir d'un ensemble
de séquences hétérochrones, application au

virus de l'immunodéficience humaine (VIH)

La vitesse d'évolution (mesurée par le taux de substitution) des séquences est différente d'une
espéce a l'autre. Ce taux peut étre estimé a l'aide de séquences échantillonnées dans le temps, ou
séquences hétérochrones, lorsque le nombre de substitutions accumulées entre ces séquences est
significatif. Les virus sont des candidats idéals, car ils accumulent un nombre de substitutions im-
portant en seulement quelques années. L'utilisation de ce taux trouve de nombreuses applications
biologiques, comme par exemple dater |'origine d'une épidémie ou d'une infection. Les méthodes
présentées dans ce chapitre sont des méthodes de distances, rapides en temps de calcul, qui esti-
ment le taux de substitution a l'aide de séquences hétérochrones uniquement, et en faisant
I’hypothése d’une horloge moléculaire stricte, comme, par exemple, TREBLE, sUPGMA ou encore
les régressions linéaires Pairwise-Distance et Root-to-Tip. Enfin, deux méthodes probabilistes, ba-

sées sur des principes différents, sont présentées succinctement.
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2.1 Introduction

Les organismes évolués, comme les mammiféres, ont un processus de réplication de leur matériel
génétique trés sophistiqué, mais des erreurs de réplication surviennent souvent pendant ce proces-
sus (Reha-Krantz, 2010). Elles peuvent étre dangereuses pour |'organisme car elles peuvent se pro-
duire sur un gene et le rendre inactif ou modifier sa fonction. Il existe certains mécanismes qui per-
mettent de corriger ces erreurs, mais tous les organismes ne les possedent pas (Roberts et al, 1988).
Par exemple, ces mécanismes sont absents chez le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et
donc, a l'intérieur d’un hote, la population virale est constituée d’'une multitude de variants géné-
tiques changeant continuellement, quelque fois appelés des quasi-especes (Domingo, 1998; Nowak,
1992). En partie pour cette raison, la vitesse d'évolution des organismes, identifiée par le taux de
substitution, varie d'une espéece a l'autre. Cette vitesse est exprimée en nombre de substitutions par

site et par unité de temps (généralement en années, jours ou générations).

En 1962 et 1965, Zuckerkandl et Pauling ont publié deux chapitres de livre fondamentaux sur la vi-
tesse évolutive des protéines (Zuckerkandl & Pauling, 1965, 1962). Leur objectif était d’estimer la
date de divergence de différentes globines. Pour cela, ils ont fait 'hypothése d’une horloge molécu-
laire stricte, c’est-a-dire qu’ils ont supposé que la vitesse évolutive est constante au cours du temps
et uniforme chez toutes les espéces étudiées. Cette hypothése, ou une alternative, est essentielle
pour estimer la vitesse évolutive (Kumar, 2005; Bromham & Penny, 2003). Par exemple, dans leur
publication de 1962, Zuckerkandl et Pauling (1962) estimaient la date de divergence entre les hémo-
globines a et B de ’homme. lIs disposaient des p-distances d et D définissant respectivement le
nombre de différences observées entre les protéines de I’"hémoglobine a et B de 'homme et le
nombre de différences observées entre les protéines des hémoglobines a du cheval et de 'homme
(Figure 9). Comme la vitesse évolutive est supposée constante et connaissant la date de divergence
homme/cheval T sur la base d’estimations fossiles, ils ont estimé t a I'aide de la relation d/t = D/T.
Ainsi, la date de divergence t entre les hémoglobines a et B de 'homme est estimée a T(d/D). La
vitesse évolutive dans cet exemple est donc égale a D /2T ; le chiffre 2 venant du fait que la distance
D correspond a la somme de la quantité évolutive séparant les deux espéces de leur ancétre com-

mun.
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Figure 9. lllustration de la premiére utilisation d’'une horloge moléculaire.

Dans leur papier de 1962, Zuckerkandl et Pauling (1962) estimaient la date de divergence t entre les hémoglobines a et B
de ’lhomme. Pour cela, ils ont eu recourt a I’'hypothése de I'horloge moléculaire stricte qui stipule que la vitesse d’évolution
est constante et uniforme. Comme la date de divergence T entre ’'homme et le cheval était connue (d’aprés des estima-
tions fossiles), ils ont pu estimer la date de divergence t sachant le nombre de substitutions D entre les séquences de

I’'hémoglobine a de I’'homme et du cheval a I'aide de la relation d/t = D/T. Ainsi, la date t peut étre estimée par d(T /D).
Adaptation de Kumar (2005).

Homme (a)

Cheval (a)

Homme (B)

Dans cet exemple, les estimations du taux de substitution et de la date de divergence entre les
hémoglobines a et f de ’lhomme n’étaient pas possibles sans I'information de la date de divergence
entre les lignées de I'homme et du cheval. Autrement dit, les estimations nécessitent un point de
calibration, limitant ainsi le nombre d’études similaires puisque les points de calibration sont généra-
lement difficiles a obtenir et entachés d’erreurs. Toutefois, une autre source d’information tempo-
relle peut servir a I'estimation du taux de substitution (et donc aux dates de divergence) : les dates
d’échantillonnage des séquences. Mais pour qu’il soit possible d’estimer la vitesse évolutive a partir
de séquences hétérochrones (séquences échantillonnées dans le temps ; a mettre en opposition avec
les séquences isochrones, échantillonnées a la méme date), il faut que I"'accumulation de substitu-
tions entre deux échantillons collectés a des moments différents soit significative. Les populations
pour lesquelles des séquences hétérochrones peuvent étre utilisées pour estimer le taux de substitu-
tion sont appelées des MEP (measurably evolving populations) (Drummond et al, 2003b). Ce terme
désigne essentiellement des virus, organismes pour lesquels la vitesse évolutive est trés importante
et peut étre mesurée a I'aide d’échantillons espacés dans le temps par seulement quelques années,
comme le VIH ou le virus de la Dengue (Chen et al, 2011; Dunham & Holmes, 2007), ou, plus rare, des

organismes dont on posséde de I’ADN ancien (Lambert et al, 2002).

Les bases de données biologiques, et notamment celle du laboratoire national de Los Alamos sur
le VIH, abondent en séquences hétérochrones. En effet, dans le cadre du VIH, le séquencage est une
pratique routiniére (Taylor et al, 2008) et, donc, des dates de prélevement différentes sont associées
aux séquences. Ces études renseignent généralement sur I'apparition de nouveaux sous-types ou
formes recombinantes (Ng et al, 2011; Ibe et al, 2010), I'apparition de résistances aux traitements

médicamenteux (Hanna & D’Aquila, 2001; Hirsch et al, 2000), I'apparition de nouvelles zoonoses
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(Plantier et al, 2009; Damond et al, 2004) ou encore les stratégies de prévention comme, par
exemple, la conception d’un vaccin (Gaschen et al, 2002). Les séquences hétérochrones, dont la
guantité est en perpétuelle augmentation, sont donc des supports idéaux pour estimer le taux de

substitution de virus et notamment celui du VIH.

La mesure du taux de substitution trouve de nombreuses applications biologiques. Par exemple,
|'estimation de plusieurs taux de substitution différents au sein d’'une méme population est un indi-
cateur dans la recherche de traitements efficaces contre les virus. Prenons le cas du VIH et suppo-
sons qu'un patient soit infecté par celui-ci. Des souches du VIH lui sont prélevées, et leur matériel
génétique est séquencé en trois temps distincts t,, t; et t, ou t; représente la date a laquelle le pa-
tient a commencé un traitement contre le VIH, t, celle ou le patient a été infecté et ¢, la date la plus
récente, a laquelle le patient suit toujours son traitement (depuis t; donc). Pour pouvoir en déduire
les taux de substitution, les intervalles de temps entre les dates d’échantillonnage doivent étre suffi-
samment grands pour permettre une accumulation significative de substitutions. La comparaison
entre les taux de substitution w,, correspondant a I'intervalle de temps ou le patient n'a pas subi de
traitement (t; — t,), et w4, correspondant a l'intervalle de temps ou le patient prend son traitement
(to — t1), permet d'en déduire l'influence du traitement sur le virus. En effet, si la vitesse d'évolution
du virus a subit une accélération (w; > w,), alors le traitement est efficace contre la souche domi-
nante du virus, car cette souche a tendance a disparaitre pour en laisser apparaitre de nouvelles,
ayant une meilleure résistance au traitement, d'ou une accélération de la vitesse évolutive. Dans le
cas contraire (w; < w,), le traitement n'a pas d'influence sur la souche dominante du virus. D'autres
applications sont possibles, par exemple pour comparer les vitesses d'évolution des genes les uns par
rapport aux autres. Dans le cas de notre patient atteint par le VIH, cette pratique permettrait de sa-
voir quels génes le traitement doit cibler pour étre efficace, c’est-a-dire ceux conservés car essentiels
au virus (Hué et al, 2004). Le taux de substitution permet aussi de dater I'origine d'une épidémie ou
d'une infection (Wertheim & Worobey, 2009; Korber et al, 2000), comme montré dans I'exemple du
début. Les applications biologiques rendues possibles par la connaissance du taux de substitution
sont donc nombreuses, et, grace a l'accroissement considérable du nombre de séquences dans les
bases de données biologiques, nous pouvons imaginer que certaines d'entre elles vont devenir routi-
nieres. Le besoin d'une méthode d’estimation précise et rapide se fait sentir, et pour ce faire les mé-
thodes de distances ont de solides atouts, en raison de leur vitesse et de leur propriété de conver-

gence asymptotique.

Nous présentons dans ce chapitre des méthodes de distances qui permettent d’estimer le taux de
substitution a partir d’'un ensemble de séquences hétérochrones, sans la connaissance de points de

calibration, et sous I’hypothése d’une horloge moléculaire stricte. Lorsqu’un (plusieurs) point(s) de
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calibration existe(nt), I'information des temps de collecte n’est plus indispensable et I'estimation du
taux de substitution ou des dates des ancétres communs peut étre faite pour n’importe quelle es-
péce, y compris a évolution lente (Xia & Yang, 2011; Sanderson, 1997). Nous présentons également
deux méthodes probabilistes, chacune partant d’un principe différent (maximum de vraisemblance
et bayésien), lourdes en temps de calcul, mais largement utilisées par la communauté scientifique.
Mais avant cela, nous discutons de la différence entre taux de substitution synonyme et non syno-
nyme, ainsi que des différents modeéles d’horloge moléculaire, incluant notamment les horloges rela-

chées.

2.2 Taux de substitution synonyme et non synonyme

Dans la littérature, deux sortes de mutations sont distinguées : les mutations synonymes et les
mutations non synonymes. Les mutations synonymes (ou silencieuses) sont des mutations qui
n’induisent pas de changement d’acide aminé, tandis que les mutations non synonymes (non silen-
cieuses) induisent un changement d’acide aminé. Cela est possible a cause de la redondance du code
génétique. Par exemple, si la transversion C — A se produit en premiére position du codon GCC, co-
dant une Alanine, alors ce codon sera traduit par une Thréonine, tandis que si elle se produit a la
troisieme position du codon, I'acide aminé traduit restera I’Alanine. De cette observation, découle
deux taux de substitution différents : les taux de substitution synonyme et non synonyme et ils ne
peuvent étre estimés que sur les régions codantes du génome. Le taux de substitution synonyme
(resp. non synonyme) est calculé a partir des seules mutations silencieuses (resp. non silencieuses).
Généralement les mutations silencieuses se produisent sur le troisieme nucléotide du codon et sont
plus fréquentes que les mutations non silencieuses qui elles se produisent généralement sur les deux
premiers nucléotides du codon (Gojobori et al, 1994, 1990). Lorsqu’aucun des deux termes (syno-
nyme et non synonyme) n’est employé, le taux de substitution est calculé en comptant toutes les
sortes de mutations (silencieuses ou non). Dans ce cas, il peut aussi étre estimé sur les régions non

codantes du génome.

2.3 Modeles d’horloge moléculaire

Il est communément admis que la vitesse d’évolution des séquences moléculaires n’est pas stric-
tement uniforme et constante, mais qu’elle peut varier en fonction du temps (par exemple, lors-
gu’une pression de sélection supplémentaire s’exerce sur un virus au moment du début d’un traite-
ment) et/ou des lignées (Li & Tanimura, 1987). Ces variations ne sont pas considérées par le modéle
d’horloge moléculaire stricte, mais s’en soustraire completement est impossible. En effet, I'évolution
est un processus complexe et la cause de plusieurs facteurs géographiques, géologiques, biologiques,

sociologiques, etc. Imaginer une relation universelle entre la distance évolutive et le temps n’est
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donc pas faisable (Bromham & Penny, 2003). Dans ce but, plusieurs modéles d’horloge moléculaire
ont été proposés. lls peuvent étre regroupés en quatre catégories suivant une terminologie intro-

duite par Rambaut (2000).

Le modele Single Rate (SR) est le modele standard (Figure 10A). Il fait I'hypothese d’une horloge
moléculaire stricte mais les séquences sont supposées étre échantillonnées au méme temps (sé-
guences isochrones). Sinon les intervalles de temps qui séparent les dates de collecte doivent étre
négligeables par rapport a I'échelle de temps de |'arbre tout entier. Dans ce modéle, le taux de subs-
titution peut uniquement étre estimé a l'aide d'un (ou de plusieurs) point(s) de calibration (Xia &

Yang, 2011).

Le modele Single Rate Dated Tips (SRDT) fait toujours I'hypothése d’une horloge moléculaire
stricte, mais les séquences sont maintenant prélevées en des temps distincts (séquences hétéro-
chrones) ; il est alors possible d’estimer le taux de substitution avec la connaissance des dates de
collecte (Figure 10B) (Rambaut, 2000). Ce modeéle est le plus couramment utilisé pour estimer le taux

de substitution par des méthodes de distances.

Le modele Multiple Rates Dated Tips (MRDT) suppose une horloge moléculaire relachée par I'exis-
tence de plusieurs taux de substitution, un pour chaque intervalle de temps défini entre deux dates
de préléevement successives (Figure 10C) (Drummond et al, 2001). Ce modele admet une approche
alternative que nous distinguerons par la notation MRDT alternative (MRDTa). Ce dernier permet a
|'utilisateur de choisir ses propres intervalles de temps. Notons toutefois qu’il est impossible
d’estimer le taux de substitution lorsque le nombre d’intervalles de temps choisi par 'utilisateur est
supérieur au nombre d'intervalles de temps obtenus avec les dates de collecte. De plus, comme les
estimations des taux de substitution se font par rapport aux feuilles, il est nécessaire que chaque
intervalle de temps contienne au moins une feuille. Donc le nombre maximum d’intervalle de temps
est donnée par le nombre de dates de collecte moins un (un temps de collecte doit étre utilisé
comme référence). Typiquement, ce dernier modele peut étre utilisé pour connaitre |'efficacité d’un
traitement viral, en comparant sa vitesse évolutive avant le début du traitement et pendant celui-ci

(cf. section 2.1).

Enfin, le modele Different Rate (DR) suppose que chaque branche de I'arbre a un taux de substitu-
tion propre, ces taux pouvant étre corrélés entre eux ou non (Figure 10D) (Rambaut, 2000; Felsens-
tein, 1981). Ce dernier modele est le plus réaliste de tous, mais il est excessivement paramétré et
insoluble en I'absence de corrélation ou contraintes fortes liant les taux. Les horloges moléculaires
locales, c’est-a-dire des horloges moléculaires strictes spécifiques a certaines lignées, associées a une

horloge moléculaire stricte globale, sont une variante a ce modeéle (Yoder & Yang, 2000).
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Figure 10. lllustrations des différents modeéles d’horloge moléculaire.

La figure A montre le cas d’'une phylogénie sous les contraintes du modele SR (horloge moléculaire stricte et séquences
isochrones). Cette phylogénie est ultramétrique, c’est-a-dire que toutes les séquences sont a égale distance de la racine. La
figure B montre une phylogénie sous le modele SRDT (horloge moléculaire stricte et séquences hétérochrones). La figure C
une phylogénie sous le modele MRDT (un taux de substitution par intervalle de temps entre dates de collecte successives et
séquences hétérochrones) et la figure D une phylogénie sous le modéle DR (séquences hétérochrones avec un taux de
substitution par branche ; dans cette figure I'écart a I’horloge reste faible).

®
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2.4 Méthodes de distances estimant le taux de substitution

sous le modele SRDT

2.4.1 Premieéres méthodes

Les premieres méthodes de distances permettant d’estimer la vitesse d’évolution sont relative-
ment simples et s’appliquent généralement sur un groupe de deux a trois séquences au plus. A notre
connaissance, Hahn et al. (1986) sont les premiers a avoir estimé le taux de substitution du VIH-1.
Cette estimation est seulement faite a partir de deux séquences provenant d’un méme patient, un
enfant haitien vivant en Floride et ayant eu une infection prénatale. Le taux de substitution & est

estimé par la relation
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ou d est la distance évolutive estimée qui sépare les deux séquences, alors calculée sous le modéle
JC69 (Jukes & Cantor, 1969), et T le temps écoulé depuis la divergence de leur ancétre commun.
Cette méthode a été préalablement décrite par Gojobori et Yokoyama (1985) mais appliquée a Mo-
loney murine sarcoma virus, virus oncogéne (pour les souris) de la méme famille que le VIH-1. Bien
que l'estimation du taux de substitution soit du méme ordre de grandeur que celle admise au-
jourd’hui, plusieurs limites sont a relever. Premierement, cette méthode suppose que le taux
d’évolution est constant, c’est-a-dire que l'estimation du taux de substitution est faite sous
I’hypothése d’une horloge moléculaire stricte (Zuckerkandl & Pauling, 1962), hypothése admise par
de nombreuses autres méthodes, notamment par les méthodes de distances. Deuxiemement, la
valeur du parameétre T ne peut étre connue avec certitude, elle doit donc étre estimée. Pour leurs
séquences, Hahn et al. (1986) I'avaient estimée variant de une a cing années. lls proposaient alors un
taux de substitution oscillant entre 1,58 x 1072 et 3,17 x 10™3 substitutions par site et par année
sur le géne env et entre 1,85 X 1073 et 3,70 x 10™* substitutions par site et par année sur le géne

gag. Ces estimations sont donc tres imprécises, car elles varient dans une fourchette de 1 a 5.

Pour contrer le probleme da a I'estimation de I'intervalle de temps entre le moment de diver-
gence des séquences et le moment de collecte de celles-ci, nous devons utiliser des données tempo-
relles connues. Li et al. (1988) proposent d’utiliser les dates de prélevement des échantillons qui,
elles, sont connues avec certitude. Pour les employer, nous devons toutefois utiliser une troisieme
séquence, servant d’outgroup, afin de mesurer la distance évolutive passée entre deux dates de pré-
levement. En effet, le taux de substitution n’est pas égal a la distance évolutive entre deux échantil-
lons divisée par l'intervalle de temps qui sépare leur date de prélévement (Figure 11) (Drummond et
al., 2003). Cela produit une surestimation du taux de substitution, puisque la distance évolutive me-
sure le nombre de substitutions par site depuis leur divergence de leur ancétre commun et qui a
probablement existé bien avant leur date d’échantillonnage (Figure 11B). Notons que dans le cas oU
I'une des deux séquences est un ancétre direct de I'autre, cette formule est exacte (Figure 11A), mais

les cas sont rares.

L'utilisation d’'un outgroup permet donc d’obtenir la distance évolutive entre les deux dates de
collecte (Figure 11C). Le choix de I'outgroup ne doit pas étre fait au hasard, il doit étre le plus proche
possible des séquences d’intérét afin d’obtenir une variance d’estimation faible. Soient trois sé-
quences A, B et O ol O réfere a I'outgroup. Les séquences A et B sont respectivement échantillon-

nées aux temps t, et tp, ol t, est plus récent que tg, Noté tg < t,, et dyp et dgo sont les distances
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évolutives estimées (obtenues sous n‘importe quel modéle) entre les séquences A et O, et, B et O
respectivement. Alors le taux de substitution & vaut
dao — dpo

ta—1tp

En utilisant plusieurs séquences différentes comme outgroup et comme ingroup, dont notamment
celles du jeune haitien, Li et al. (1988) estiment un taux de substitution moyen a 5,9 X 10~3 substitu-
tions par site et par année sur le géne env. Avec cette méthode, Gojobori et al. (1994) estiment les
taux de substitution synonyme et non synonyme du VIH-1 sur les genes env et gag. Plusieurs souches
y sont comparées et plusieurs estimations du taux de substitution synonyme et non synonyme sont
présentées. En conclusion, ils retiennent que les taux de substitution synonyme et non synonyme
sont respectivement de 26,0 x 1073 et 1,0 X 10~3 substitutions par site et par année sur gag et
respectivement de 35,5 x 1073 et 3,9 x 10~3 substitutions par site et par année sur env. La diffé-
rence entre les taux de substitution synonyme et non synonyme s’explique par le fait que les con-
traintes fonctionnelles appliquées sur le premier sont plus faibles que celles appliquées sur le second.
Figure 11. Relation entre distance évolutive et temps d’échantillonnage.

Schéma montrant la relation entre la distance évolutive et l'intervalle de temps qui sépare deux dates d’échantillonnage.
Lorsqu’une souche est I'ancétre commun d’une autre (figure A), la distance évolutive est proportionnelle au temps écoulé
entre les deux dates de prélévement et une estimation du taux de substitution est donnée en divisant la distance d par
I'intervalle de temps ty — t;, ou t, est le temps le plus récent. Malheureusement, cela n’est pas le cas lorsqu’aucune des
deux séquences n’est un ancétre de l'autre (figure B). Dans ce cas, il est nécessaire d’utiliser un outgroup afin d’obtenir la

distance évolutive d = d; — d, entre les deux temps de collecte t, et t; (figure C). Ainsi, le taux de substitution peut étre

estimé sur I'intervalle de temps entre t, et t; par (d; — dy)/(to — t1)
Adaptation de Drummond et al. (2003a).
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Bien que ces deux approches offrent des estimations cohérentes avec celles admises aujourd’hui
(méme ordre de grandeur), elles s’orientent vers une grande erreur type et ne peuvent étre appli-

guées qu’a de petits jeux de données (Suzuki et al, 2000).

2.4.2 Lesrégressions linéaires simples
Le modele de régression linéaire simple cherche a établir une relation linéaire entre une variable

explicative X = {x;,**, x,} et une variable expliquée Y = {y;, -+, .}, c’est-a-dire
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Y=aX+b+s¢

ou les coefficients a et b sont les parameétres inconnus du modéle a estimer a I'aide des observations
sur (X,Y). Le vecteur € = {g,--, €, } est le bruit associé au modele (de moyenne nulle, c’est-a-dire
E[£] = 0), qui prend en compte le fait que la relation entre les variables X et Y n’est pratiquement
jamais complétement expliquée par une droite. Afin de ne pas considérer cette erreur dans les nota-

tions, on note parfois
E[Y|X = x;] = ax; + b,

ou E[Y|X = x;] représente la valeur moyenne de Y sachant la valeur x; de X. Une régression linéaire
peut étre représentée par un graphique a deux dimensions sur lequel un nuage de points, de coor-
données (x;,y;), est approximé par une droite qui passe au plus prés de ces points. Les coefficients

de cette droite sont les parametres a et b correspondant au modele de régression linéaire.

Figure 12. Schéma représentant une régression linéaire.
Représentation graphique d’une régression linéaire. Chaque point (x;,y;) est représenté sur un graphique a deux dimen-
sions et la droite qui passe au plus prés de ces points est la régression linaire dont les coefficients (a et b) sont les para-

meétres du modeéle.
Y A

Y=aX+b

X

‘aide d’une régression linéaire ne peut étre faite que sous

L’estimation du taux de substitution a
le modeéle SRDT, c’est-a-dire avec une horloge moléculaire stricte. Sous ce modele, la variable Y est
associée a la distance évolutive, la variable X au temps et le taux de substitution correspond donc au
parameétre a. Sachant 'ensemble des points observés (temps, distance) le modele cherche a établir

une relation linéaire d’ou découlera I'estimation du taux de substitution.

Une des faiblesses des modeles de régression linéaire est qu’ils supposent I'indépendance des ob-
servations (x;, y;) et donc, dans notre cas, des distances évolutives. Ce qui est faux puisque les sé-
guences partagent une partie de leur histoire évolutive (Drummond et al, 2003a). Ce probleme

d’indépendance des données survient aussi dans plusieurs autres problémes d’évolution, comme par
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exemple dans les modeles d’évolution moléculaire qui supposent que les sites d’un alignement évo-
luent de maniére indépendante (cf. Chapitre 1) (Morton & Clegg, 1995; Gutell et al, 1994). Les esti-
mations résultant de ces méthodes doivent donc étre interprétées avec précaution puisque
I'utilisation de méthodes qui incorporent la notion d’indépendance peuvent induire des biais non

prédictibles (Drummond et al, 2003a).

2.4.2.1 Pairwise-Distance

La régression linéaire Pairwise-Distance est introduite par Leitner et Albert (1999) dans le but de
tester I'existence d’une horloge moléculaire stricte sur les genes env et gag du VIH-1. Cette méthode
se fonde sur un résultat de la génétique des populations qui dit qu’une population haploide (resp.
diploide) de taille constante N, partage un ancétre commun a N, générations dans le passé. Donc,
deux séquences accumulent en moyenne © = 2N,w, (resp. © = 4N,w,) mutations par site, ou wy
est le taux de substitution par site et par génération (Felsenstein, 2007; Rodrigo et al, 2007). Adapter
ce résultat dans le cas ou deux séquences i et j sont échantillonnées a des temps différents t; < t;,

c’est-a-dire que t; est plus récent que t;, donne la relation linéaire
E[dl]] = &3(1:1 - ti) + @,

ol @ est I'estimation du taux de substitution, ® une estimation de la diversité génétique des souches
échantillonnées au temps t; et c?l-j la distance évolutive estimée entre les séquences i et j (Figure
13). Ainsi, la régression linéaire des variables d et des intervalles de temps d’échantillonnage fournit
une estimation du taux de substitution w et du parametre ©. La faiblesse de cette méthode est
gu’elle suppose constante la distance génétique entre chaque paire de séquence prise au méme
temps, alors que celle-ci peut largement varier. Méme si la méthode devient correcte lorsque le
nombre de séquences est trés important, elle est trés largement sous-optimale dans la mesure ou
elle ignore totalement la phylogénie des séquences étudiées. Avec cette méthode, Leitner et Albert
(1999) estiment le taux de substitution sur les génes gag et env a 2,7 + 0,5 X 1073 substitutions par

site et par année et 3 6,7 + 2,1 x 1073 substitutions par site et par année respectivement.

2.4.2.2 Root-to-tip

Cette méthode de régression linéaire est 'une des plus utilisées parce qu’elle permet d’estimer
simultanément le taux de substitution w et la date de I'ancétre commun aux séquences ti,cine
(Drummond et al, 2003a). De ce fait, et contrairement a la régression Pairwise-Distance, cette mé-
thode utilise une phylogénie enracinée des séquences étudiées, puis fait une régression linéaire

~

entre les dates d’échantillonnage t; de chaque séquence i avec la distance estimée d; \4cine qui Sé-
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pare la feuille représentant i de la racine (obtenue en additionnant les longueurs des branches de

I"arbre situées sur le chemin de la feuille i jusqu’a la racine). Ainsi, le modéle linéaire (Figure 14) est

E[di,racine] = &)\(ti - fracine)’

oU @ et f4cine SONt des estimations du taux de substitution et de la date de I'ancétre commun aux
séquences. L'intersection avec |'axe des abscisses donne I’estimation de t,,.ne, car, dans ce cas, on a
D(t; — tracine) = 0, donc t; = facine lorsque @ # 0. Avec cette méthode Korber et al. (2000) ont
estimé, sur le géne env, la date de I'ancétre commun aux souches appartenant au groupe du VIH-1
responsable de la pandémie actuelle (groupe M) a 1931 [1915-1941]. Leur estimation du taux de
substitution est de 2,4 X 1073 [1,8 x 1073; 2,8 x 1073] substitutions par site et par année. Sur le
géne gag, ils estiment un taux de substitution & 1,9 x 1073 [0,9 x 1073 ; 2,7 x 1073] substitutions
par site et par année et une date de I'ancétre commun au VIH actuel a 1934 [1869 ; 1950].

Figure 13. Modéle Pairwise-Distance.

Le modéle Pairwise-Distance suppose que la distance évolutive d;;, séparant les souches i et j (en rouge), respectivement
échantillonnées aux temps ¢; et t; (¢; est plus récent que t;), est égale a la diversité génétique moyenne © entre chaque

paire de séquences échantillonnées a t;, plus la distance évolutive entre t; et t; (proportionnelle au taux de substitution w a
estimer). A savoir d;; = w(tj — t;) + ©.

S

La connaissance de 'emplacement de la racine dans la phylogénie est donc primordiale pour utili-
ser cette méthode. Mais il est tout de méme possible d’utiliser une phylogénie non enracinée. Dans
ce cas, il est nécessaire de parcourir toutes les branches de la phylogénie afin de trouver
I’emplacement optimal pour la racine. Par exemple, 'emplacement qui maximise le coefficient de
corrélation de Pearson entre les dates de préléevement t; et les distances évolutives &irracine, qui me-
sure la « qualité » de la régression linéaire. L'emplacement sur la phylogénie qui maximise ce coeffi-
cient est alors choisi comme racine et les parameétres sont estimés en fonction de cette racine. Cette
méthode est mise en ceuvre dans les versions antérieures a la version 1.3 du logiciel Path-O-Gen’.
Depuis la version 1.3, Path-O-Gen localise I'emplacement optimal de la racine en minimisant la

somme des résidus, c’est-a-dire I'écart des estimations a la droite de régression.

? http://tree.bio.ed.ac.uk/software/pathogen/
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Figure 14. Modele Root-to-tip.

Quatre souches (cercle blanc) sont échantillonnées a trois temps différents t,, t; et t,. Les valeurs d représentent la dis-
tance évolutive qui sépare chaque séquence i de la racine (cercle gris). Soit w le taux de substitution, alors pour chaque
séquence i, ona d; = w(t; — tracine)-

Mo ___ __ F e t .
f &, ] racine
ds dy
d;
==-rfg-"-=-=-- “rFr-~-=-=-= =-—=== q1-"~-~"="==== tz
3
== r{4- """ ""Z\W Jg - - "7 =m=m====- 1" -~"-"=-"=-=-- tf
2
d,
Qe Ot

243 sUPGMA

Serial-Sample UPGMA (sUPGMA) est une méthode de distances d’inférence phylogénétique sous
les hypothéses du modéle SRDT (Rodrigo et al, 2007; Drummond & Rodrigo, 2000). Elle est le prolon-
gement de la méthode UPGMA (unweighted pair grouping method with arithmetic means, cf. Cha-
pitre 1), qui est adaptée au modeéle SR (Sokal & Michener, 1958). En effet, I'algorithme UPGMA cons-
truit une représentation ol chaque feuille de I'arbre est a égale distance de la racine (cohérent si les
séquences sont isochrones et si on suppose une horloge moléculaire stricte), c’est-a-dire une phylo-
génie ultramétrique ou un dendrogramme (Barthélemy & Guénoche, 1988). Or, le modéle SRDT im-
pligue que les feuilles sont échantillonnées a des dates différentes et doivent donc étre a des dis-
tances différentes de la racine, en fonction de la date de collecte de ces derniéres. Mais deux feuilles
échantillonnées au méme moment doivent se situer a la méme distance de la racine. SUPGMA, mise
en ceuvre dans PEBBLE (Goode & Rodrigo, 2004), prend donc en considération les temps de collecte
des feuilles dans le calcul de la phylogénie. Pour faire cela, quatre étapes principales sont néces-
saires, sachant que la premiére étape est une méthode d’estimation du taux de substitution sous le

modele SRDT. Les autres étapes servent uniquement a calculer la phylogénie.

Estimation du taux de substitution
La premiere étape de la méthode sUPGMA consiste a estimer le taux de substitution relatif a

I’ensemble des séquences. Soient p temps de prélévement tels que le temps i est obtenu plus ré-
cemment que le temps i+ 1 (i € 1,:--p). Soit (i(mi,n]-) la distance évolutive estimée entre la i*™

séquence collectée a la date m et la j*™ séquence collectée a la date n, avec m = n. Alors



54 Evolution du VIH : méthodes, modeles et algorithmes

d(my,n;) = Op + @ty — ta) + Emyn;

ol ty est la date du temps d’échantillonnage k, @ le taux de substitution a estimer et ©,, la diversité
génétique des séquences échantillonnées au temps m aussi a estimer. Les termes Emyn; représen-
tent les erreurs dues a I'estimation des distances évolutives. Il est possible d’exprimer ces équations
a I'aide d’une notation matricielle. Soient D le vecteur contenant les estimations des distances évolu-

tives, B = {8y, -, 0, @} le vecteur des paramétres a estimer, et E le vecteur des erreurs, alors
D=MB+E

avec M la matrice telle que pour chaque ligne i et chaque colonnej < p

_(1sij=m
(Mi'j)m,n - {0 sinon

et (Mi_pﬂ)mm =ty — ty. Le vecteur des paramétres estimés B = {8y, +,0,, @}, qui minimise Ia

somme des erreurs au carré ETE, est alors donné par la méthode des moindres carrés :
g =MT"M)"IMTD.

Cette méthode peut facilement étre étendue au modéle MRDT (Drummond et al, 2001). Dans ce
cas, il suffit de décomposer l'intervalle de temps (t,, —t,) en (t;; — tm—1) + -+ (tpe1 — t,) et
d’affecter & chaque intervalle de temps le taux de substitution correspondant. A 'inverse, une hypo-
these simplificatrice est de supposer une diversité génétique constante quel que soit le temps
d’échantillonnage. Cela revient a estimer qu’un seul parametre 0, au lieu d’un pour chaque temps de

collecte. Dans ce cas, le modéle devient

et il est alors équivalent a la régression linéaire Pairwise-Distance.

Avec cette méthode les auteurs ont estimé le taux de substitution du VIH-1 sur des souches iso-
lées chez un méme patient, sur cing temps d’échantillonnage couvrant 1 005 jours (Rodrigo et al,
1999). Leur estimation du taux de substitution sur le gene env, en considérant un parametre © et un
taux de substitution unique, est de 7,8 x 107° [—3,47 x 107%; 3,87 x 10‘5] substitutions par site et
par jour. Ramenée a I'échelle des années, I’estimation est approximativement de 3 x 1073 substitu-

tions par site et par année.
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Correction de la matrice de distances

Une fois le taux de substitution estimé, il est alors possible de corriger la matrice de distances d
en ajoutant, a chaque distance estimée, la mesure manquante afin de voir i et j comme contempo-

rains, c’est-a-dire que

ou t; et t; réferent au temps de collecte des souches i et j, et ou le temps d’échantillonnage le plus
récent est noté t,. La mesure d’ voit alors les séquences i et j comme contemporaines (c’est-a-dire

échantillonnées au temps t;).

Calcul de I'arbre a I’'aide de UPGMA

Un arbre UPGMA ou WPGMA est calculé 3 partir de la mesure corrigée d' qui voit toutes les
souches comme contemporaines, c’est-a-dire que toutes les souches doivent se situer a égale dis-

tance de la racine.

Modification de 'arbre UPGMA
L'arbre UPGMA ou WPGMA obtenu est ultramétrique, c’est-a-dire que toutes les feuilles sont a

égale distance de la racine. Afin d’obtenir un arbre ou chaque feuille collectée a un temps
d’échantillonnage différent est a une distance différente de la racine, mais ou toutes les feuilles d’'un
méme temps d’échantillonnage sont a une méme distance de la racine, il suffit de soustraire la me-
sure @(t, —t;) a la longueur de la branche associée a la séquence i. De cette fagon, la topologie

obtenue respecte celle du modéle SRDT.

2.4.4 TREBLE

Tree and rate estimation by local evaluation (TREBLE) est une méthode estimant le taux de substi-
tution a partir d’'un ensemble de séquences hétérochrones et en faisant I’'hypothese d’une horloge
moléculaire stricte, donc sous les hypothéses du modeéle SRDT (Yang et al, 2007). Cette méthode
utilise des triplets de séquences, c’est-a-dire que pour chaque triplet de séquences possible, vérifiant
une certaine condition, un taux de substitution et sa variance sont estimés, puis elle calcule la
moyenne des taux de substitution estimés sur chaque triplet, pondérée par I'inverse de la variance

correspondante, afin d’obtenir un taux de substitution global, solution du probleme.

Cette méthode part de I'observation que pour deux séquences données i et j, échantillonnées
respectivement aux temps t; et ¢;, il existe une relation entre leur distance génétique estimée d;;,

leur taux de substitution w;; et leur temps de collecte, telle que (Figure 15A)

dij = wij(ti + tj - Ztij) + Sl'j,
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ou t;; réfere a la date de I'ancétre commun aux souches i et j et g; aux erreurs associées a

I’estimation des distances évolutives de négligées par la suite. Comme les parametres w;; et t;; sont
inconnus, I"’équation n’a pas de solution unique. Cet handicap peut étre résolu en considérant une
séquence supplémentaire k, échantillonnée au temps t;, mais ayant une configuration topologique
particuliere avec les deux autres séquences i et j (Figure 15B). Considérant en plus cette troisiéme
séquence et leur configuration géométrique, il est maintenant possible d’estimer le taux de substitu-

tion et les dates de leurs ancétres communs par les équations

. 1[djt; — dixt;
[ ik%j jk l+ tk]:
dije — dji

tie =tk =5

[(t +t) — (”(t 13

et

dire — dje

Biie =
Uk = Tt — ¢

Le taux de substitution estimé (noté par @) est relatif aux séquences i et j sachant la séquence sup-
plémentaire k (d’ou la notation @;;x). Ce dernier dépend seulement des temps d’échantillonnage
correspondants aux séquences i et j appelées « paire informative ». La séquence restante k est ap-
pelée outgroup. Cette formule est identique a celle proposée par Li et al. (1988), présentée a la sec-
tion 2.4.1, c’est-a-dire qu’elle estime le taux de substitution a partir de la distance évolutive entre
deux temps d’échantillonnage et, pour cette raison, elle nécessite |'utilisation d’'un outgroup. Les
dates des ancétres communs étant aussi estimées, elles sont aussi notées t. La topologie nécessaire
pour de telles estimations n’est a priori pas connue et 'utilisation de triplets quelconques peut con-
duire a des estimations non valides. Ainisi, les estimations valides sont celles qui vérifient les condi-
tions suivantes : @;;, > 0, tl] <t tl] <t, ik < ty, i < fij, en accord avec la configuration géo-

métrique que doit présenter le triplet (Figure 15B).

Plusieurs sources d’erreur peuvent causer des biais dans I'estimation des taux de substitution
@;j|k- Par exemple, des erreurs inhérentes a I'estimation des distances évolutives dues aux substitu-
tions cachées (cf. Chapitre 1). Afin d’augmenter la précision de I'estimation du taux de substitution
global, Yang et al. (2007) proposent d’associer a chaque @;jx une variance représentant la confiance
associée a I'estimation. Suivant Rzhetsky et Nei (1995), la covariance entre les distances évolutives
dgp et d.q4, des séquences a, b, ¢ et d, est égale a la variance de la longueur des branches partagées

par les chemins reliant les séquences a a b et les séquences ¢ a d, notée dj, 4. Soit
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cov(dgp,deq) = Var(dabrcd).

Pour le triplet de la Figure 158, il vient
cov(dik, djk) = Var(dik,jk) = var(d)

ou [ représente I'ancétre commun des séquences i et j, c’est-a-dire celui au temps t;;. Avec cette

observation, la variance associée au taux de substitution estimé est

di — d:
Var(aij|k) = var <%)
U
Var(czik) + var(djk) - 2cov(0?l-k, d]-k)

(ti - tj)z

Q

Var((iij)

(ti - tj)z.

Remarquons que la variance est indépendante de I'outgroup. Elle est donc identique pour chaque
paire informative quel que soit I'outgroup considéré. La plupart des modeles d’évolution moléculaire
propose une formule analytique pour calculer la variance de la distance évolutive (Rzhetsky & Nei,

1995).Cependant, elle peut aussi étre approximée par

~

d

Var(dij) = %,

ou N est la longueur des séquences dans I'alignement (Gascuel, 2000; Bulmer, 1991).

Figure 15. lllustration et comportement d’une paire de séquence et d’un triplet de séquence.

La figure A montre deux séquences [ et j respectivement échantillonnées aux temps ¢t; et t; et divergent de leur ancétre
commun au temps t;;. La figure B montre trois séquences i, j et k respectivement échantillonnées aux temps t;, t; et t;.
Les souches i et j divergent de leur ancétre commun au temps t;; et les souches k et i, ainsi que les souches k et j, diver-

gent de leur ancétre commun au temps ty, = tjy.
Adaptation de Yang et al. (2007).
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Une fois la connaissance de toutes les paires informatives et des outgroups valides, TREBLE cal-
cule pour chaque paire informative i et j une moyenne @ij des taux de substitution estimés avec

chaque outgroup

ou 0;; est I'ensemble des outgroups retenus pour la paire informative i et j. Le taux de substitution

global @ est alors donné par la moyenne pondérée de chaque @i]-

1 Z .
O == ) w;ilj,
AN
i,j

avec w;j = 1/Var(®ij) et W=} j w;;.

Aprés avoir estimé le taux de substitution global, TREBLE propose de vérifier a nouveau la validité
des outgroups associés a chaque paire informative mais en considérant cette fois-ci I’estimation glo-

bale du taux de substitution. Pour cela, il impose une contrainte sur les distances djk, telle que

(lJti + d]k - &)\tk - dU > gjk - gij'

ou les € sont les erreurs provenant de I'estimation des distances évolutives. Vérifier cette contrainte,
c’est verifier que la moitié de la distance évolutive entre ¢;; et tj; est strictement positive, puisqu’on
a I'égalité ot; + djy — Ot — d;; + Z&J\(tjk — tl-j) = g — &;j- Les erreurs & sont des variables aléa-

toires inconnues distribuées suivant une loi normale d’espérance nulle (donc leur différence aussi).

Ainsi, (g, — &)/ /var(sjk—eij) suit une loi normale centrée réduite, avec var(gj —&;) ~

Var(dij) d’aprés les formules de variance ci-dessus. Soit Z, la valeur correspondant du quantile «

obtenue dans la table de la loi normale centrée réduite, avec a choisi par I'utilisateur. Alors la proba-

bilité pour que (e, — &;j) < Zg4 fvar((il-j) est 1 —a. Si &t; + cijk — Oty — Jl-j >Zy /Var(aij) ,

alors la probabilité pour que &t; + (ijk — Oty — dij > (&jx — €ij) est au moins 1 — a. Ainsi, les out-
groups ne satisfaisant pas cette contrainte sont supprimés et la procédure compléte est recommen-
cée sans ces outgroups. Un nouveau taux de substitution global est alors estimé et ce dernier test

répété. Et ceci jusqu’a stabilisation des outgroups.

Nous pouvons donc voir cette méthode comme une généralisation de la méthode proposée par Li
et al. (1988), mais oU les critéres statistiques de sélection conservent uniquement les outgroups qui

forment une configuration bien précise avec les paires de séquences informatives, donc ceux qui
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permettent une bonne estimation du taux de substitution. Ces critéres sont aussi une faiblesse de
cette méthode parce qu’ils rejettent, en pratique, beaucoup de triplets et donc de lI'information.
Malgré les promesses de vitesse et de performance encourageantes, aucune application biologique

concréte® n’a été faite avec cette méthode, outre celles des auteurs.

Une adaptation de cette méthode dans le cas ou I'on considére trois clades différents dans la phy-
logénie, par exemple représentant chacun un sous-type différent au sein d’'un méme virus, est pro-
posée par O’'Brien et al. (2008). Cette derniere méthode estime la date de divergence entre deux

clades (sachant le troisieme) et le taux de substitution relatif aux deux clades considérés.

2.4.5 TreeRate

TreeRate est une méthode qui se base sur une phylogénie racinée pour estimer la distance géné-
tique séparant deux groupes de séquences choisis par |'utilisateur (Maljkovic Berry et al, 2009, 2007).
Elle permet aussi d’estimer le taux de substitution sous les hypothéses du modele SRDT. Pour faire
cela, I'utilisateur choisit préalablement deux collections de feuilles assignées respectivement au
groupe T1 et T2 (Figure 16). Certaines feuilles peuvent étre écartées de I'analyse. Elles sont alors
considérées comme outgroup. Une moyenne X, (respectivement X,) des distances de chaque feuille
du groupe T1 (resp. T2) a la racine est calculée. Ainsi, la distance génétique qui sépare les deux
groupes de feuilles est calculée comme la différence entre ces deux moyennes, soit Ad = X, — X;.
Dés lors, il est possible d’estimer le taux de substitution w entre ces deux groupes en s’aidant de At
un intervalle de temps calculé a partir de T; (resp. de T,) qui représente la moyenne des dates de
collecte des feuilles de T1 (resp. T2), ainsi

A X,-X;
o= A ﬁ

Dans le cas d’une phylogénie non enracinée, TreeRate estime au préalable la position optimale de
la racine suivant un test statistique. Plusieurs tests sont proposés par les auteurs, mais ils suggerent
gue celui consistant a minimiser la somme des variances est le plus performant, c’est-a-dire a mini-

miser le terme

1 1 &
- —\2 ~ _\2
0% = N_1.§ (X — %) [+ N_ZE (X —%2)"|
=1 j=1

ou N; est le nombre de feuilles contenues dans le groupe Ti et X; la distance de la feuille i a la racine.

Cette méthode trés simple n’est donc pas vraiment originale, puisque trés proche de méthodes déja

* D’aprés PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), consultée le 2 février 2012.
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discutées plus haut (comme sUPGMA, TREBLE ou encore Root-to-tip). Elle est mise en ceuvre sur le
site web de la base de données sur le VIH du laboratoire national de Los Alamos®. Avec cette mé-
thode, les auteurs montrent que sur la région env du génome du VIH-1 le taux de substitution du
sous-type C est de 9,65 x 1073 [8,88 x 1073 ; 10,4 x 10™3] substitutions par site et par année alors
que celui du sous-type A est de 16,9 x 1073 [12,1 x 1073 ; 21,6 x 10™3] substitutions par site et par
année (a partir d’échantillons collectées en Afrique uniquement) (Maljkovic Berry et al, 2007).

Figure 16. lllustration de la méthode TreeRate. ~ ~

La distance moyenne des feuilles du groupe T1 a la racine est noté X;, celle des feuilles du groupe T2 a la racine X,. La

mesure Ad = X, — X, représente la distance qui sépare les feuilles du groupe T1 et T2. Le taux de substitution & vaut

Ad/At, ol At représente I'intervalle de temps entre la moyenne arithmétique des dates d’échantillonnage des feuilles de
T1 et celle des feuilles de T2.
Source : http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/TREERATE /treerate_explanation.html
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2.4.6 Méthode de Langley-Fitch

La méthode de Langley-Fitch (1974), mise en ceuvre dans r8s (Sanderson, 2003), permet d’estimer
simultanément le taux de substitution et les dates des ancétres communs d’une phylogénie racinée
sous les hypothéses du modele SRDT. Plus tard, Sanderson (2002) propose la méthode Penalized
Likelihood qui est une adaptation de la méthode Langley-Fitch au modéle DR, c’est-a-dire avec un
taux de substitution pour chaque branche de la phylogénie, et une corrélation entre les taux des
branches adjacentes. Ces deux méthodes suivent une approche de distance mais posent un modele
probabiliste sur le bruit et les (éventuelles) corrélations, si bien que ce sont aussi des méthodes pro-
babilistes avec des temps de calcul plus importants que les méthodes précédentes, mais moins que

ceux des méthodes pleinement probabilistes basées sur les caractéres, comme BEAST par exemple.

* http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/TREERATE/combinedBranchlength.html
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Supposons que la phylogénie a S nceuds internes représentés par un nombre entierde 0a S, ou 0
représente le nceud racine, et M feuilles représentées par les nombres entiers S +1a S + M. L'age
du nceud k est noté t;, et anc(k) représente le noeud ancestral a k dans la phylogénie. Notons par w
le taux de substitution et par b; la longueur de la branche (i,anc(i)). Les paramétres du modele
(SRDT) a estimer dans la méthode de Langley-Fitch sont donc Q = {t,, -, ts, w}. On s’intéresse ici au
nombre de substitutions par site sur des durées déterminées par les temps de prélevement et sur la

phylogénie. Le modele Poissonien offre un cadre naturel.

Supposons que le nombre de substitutions par unité de temps et par site suit une loi de Poisson
de moyenne w. Alors le nombre de substitutions par site sur une branche (i,anc(i)) suit aussi une loi
de Poisson mais de moyenne w(tanc(l-) - ti). Autrement dit, la probabilité d’avoir b; substitutions par
site sur la branche i est P(b;| [tanciy — ti]), avec P(bla) = aPexp(—a)/b!. Le logarithme de la

vraisemblance de I'arbre tout entier est donné par

S+M

10gL(-Q|b1"";bS+M) = 2 logP(bklw[tanc(k) - tk]),
k=1

et les valeurs des parameétres () qui maximisent ce logarithme sont les estimateurs du maximum de
vraisemblance. Maximiser cette expression ne pose pas de probléme majeur et peut étre réalisé par

une approche standard.

2.5 Quelques méthodes pleinement probabilistes

Les méthodes probabilistes présentent un avantage certain en précision d’estimation par rapport
aux méthodes de distances. Egalement, avec des méthodes probabilistes, les paramétres du modéle
d’évolution peuvent étre auto-estimés (cf. Chapitre 1). Toutefois, ces méthodes ne peuvent étre ap-
pliguées qu’a des petits jeux de données (quelques centaines de séquences au plus), en raison des
temps de calcul considérables qu’elles nécessitent. Dans cette section nous présentons brievement
deux méthodes probabilistes permettant d’estimer le taux de substitution a partir des hypothéses du
modeles SRDT. La premiere méthode, TipDate, utilise le principe du maximum de vraisemblance et la
seconde, BEAST, utilise une approche bayésienne (Drummond et al, 2012; Drummond & Rambaut,

2007; Rambaut, 2000). Cette derniére est actuellement la méthode de référence dans le domaine.

TipDate est une méthode développée par Rambaut (2000) qui permet d’estimer simultanément
une phylogénie, les dates associées a chaque nceud interne de celle-ci, ainsi que le taux de substitu-
tion et cela sous les hypothéses du modele SRDT. Plus tard, Drummond et al. (2001) 'adaptent au

modele MRDT. Cette méthode estime les dates des ancétres communs et le taux de substitution en
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remplacant dans la procédure décrite par Felsenstein (1981), les longueurs de branche par le produit
du taux de substitution et de I'intervalle de temps correspondant a cette branche (obtenu en sous-
trayant les dates associées aux nceuds adjacents). Les estimations de ces parametres sont alors ceux

qui maximisent la fonction de vraisemblance
L(w) = P(D|T,w, M),

ou D représente I'alignement, w est le taux de substitution, T la phylogénie (supposée suivre ici une

horloge moléculaire stricte) et M les parametres associés au modele d’évolution.

BEAST (bayesian evolutionary analysis by sampling trees) est le logiciel d’estimation de taux de
substitution le plus utilisé aujourd’hui (Drummond et al, 2012; Drummond & Rambaut, 2007; Drum-
mond et al, 2002). Ce qui en fait son succes est sans doute les multiples services qu’il propose. Il est
bien slir possible d’y estimer le taux de substitution sous le modéle SRDT, mais ce logiciel donne aussi
la possibilité d’utiliser d’autres modeles d’horloge moléculaire, comme par exemple des horloges
moléculaires relachées ou les taux de substitution varient au niveau des nceuds internes (horloge
moléculaire reldchée en exponentiel) ou le long des branches auxquelles ils sont associés (horloge
moléculaire relachée en log-normal) (Drummond et al, 2006). |l donne aussi la possibilité d’inférer
une phylogénie mise a I'échelle temporelle (et donc il estime aussi les dates des ancétres communs a
chaque nceud) sous une large gamme de modeles d’évolution, ou d’obtenir le graphique représen-
tant la taille effective de la population en fonction du temps N, (t) (cf. section 2.4.2.1) sous plusieurs
modeles démographiques. Une option spéciale *BEAST (prononcée « star BEAST ») permet d’utiliser
simultanément plusieurs régions d’'un génome afin d’obtenir des résultats globaux (Heled & Drum-
mond, 2010). Depuis peu, la reconstruction de caractéres ancestraux, comme des régions géogra-
phiques est mise a disposition (Lemey et al, 2010, 2009a). Ce logiciel offre de multiples autres possi-
bilités et les études l'utilisant sont trés nombreuses, notamment en épidémiologie moléculaire. Ci-
tons en exemple, Dalai et al. (2009) qui estiment a 2,19 X 1073 [1,83 x 1073 ; 2,56 x 1073] substi-
tutions par site et par année le taux de substitution du VIH-1 sur le gene pol, avec le modéle
d’horloge moléculaire stricte, et Bello et al. (2008) qui estiment & 1,5x 1073 [1,0 X 1073;
2,0x1073]eta58x1073[3,8x 1073; 7,8 x 1073] substitutions par site et par année le taux de
substitution du VIH-1 sous le modele d’horloge moléculaire stricte pour les genes pol et env respecti-
vement. Cependant, le point faible de ce logiciel est le temps de calcul considérable qu’il demande
sur un jeu de données d’a peine quelques centaines de séquences. En effet, ce logiciel utilise le prin-
cipe bayésien des chaines de Markov par technique de Monte Carlo (MCMC) (cf. Chapitre 1), avec la
variante de Metropolis-Hasting (Hastings, 1970; Metropolis et al, 1953), qui nécessite une quantité

tres importante de calculs pour approximer au mieux la distribution a posteriori des parametres
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d’intérét a partir de données et d’une distribution a priori ou prior. De plus, cette prior en fait une
méthode assez controversée puisqu’utilisée a tort, elle permet généralement d’obtenir des résultats

souhaités.

Tableau 1. Récapitulatif des taux de substitution du VIH estimés par les différentes méthodes.

Les taux de substitution du VIH sont donnés en substitutions par site et par année. Les génes sur lesquels le taux de substi-
tution est estimé sont précisés et lorsque la méthode utilisée ne porte pas de nom particulier, la référence de I'article est
donnée a la place. La liste des taux de substitution, triée par gene, correspond aux estimations citées dans le chapitre et
n’est en rien exhaustive par rapport a la littérature.

Taux de substitution (x 1073)

Méthode Géne Référence
Min Max

Hahn et al. (1996) env - 3,17 15,80 Hahnetal. (1986)
Li et al. (1988) env 5,90 - - Lietal (1988)
Li et al. (1988) env 35,50° - - Gojobori et al. (1994)
Li et al. (1988) env 3,90b - - Gojobori et al. (1994)
Pairwise-Distance env 6,70 4,60 8,80 Leitner et Albert (1999)
Root-to-tip env 2,40 1,80 2,80 Korber et al. (2000)
sUPGMA env 3,00 -1,34 14,89 Drummond et Rodriguo (2000)
TreeRate env 9,65 8,88 10,40 Maljkovic Berry et al. (2007)
TreeRate env 16,90 12,10 21,60 Maljkovic Berry et al. (2007)
BEAST env 5,80 3,80 7,80 Bello et al. (2008)
Hahn et al. (1986) gag - 0,37 1,85 Hahnetal. (1986)
Li et al. (1988) gag 26,00° - - Gojobori et al. (1994)
Li et al. (1988) gag 1,00b - - Gojobori et al. (1994)
Pairwise-Distance gag 2,70 2,20 3,20 Leitner et Albert (1999)
Root-to-tip gag 1,90 0,90 2,70 Korber et al. (2000)
BEAST pol 2,19 1,83 2,56 Dalaiet al. (2009)
BEAST pol 1,50 1,00 2,00 Belloetal.(2008)

®Taux de substitution synonyme
®Taux de substitution non synonyme

2.6 Conclusion

Nous présentons dans ce chapitre différentes méthodes qui permettent d’estimer le taux de subs-
titution, c’est-a-dire la vitesse évolutive, sous les hypothéses du modéle SRDT (horloge moléculaire
stricte et séquences hétérochrones), comme les régressions linéaires Pairwise-Distance et Root-to-
tip, les méthodes de distances sUPGMA, TREBLE et TreeRate, la méthode probabiliste Langley-Fitch
qui utilise une approche de distance et les méthodes pleinement probabilistes TipDate (vraisem-
blance) et BEAST (bayésien). Certaines de ces méthodes sont étendues a des modeéles d’horloge mo-
|éculaire plus complexes, comme le modeéle MRDT (sUPGMA ou TipDate) ou le modeéle DR (Langely-
Fitch ou BEAST) et d’autres nécessitent de I'information supplémentaire, comme un arbre enraciné

(Langley-Fitch) ou I'intervention de I'utilisateur afin de considérer deux groupes de séquences a par-
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tir desquels le taux sera estimé (TreeRate). Les estimations du taux de substitution du VIH données
tout au long de ce chapitre permettent de se faire une bonne idée sur I'ordre de grandeur de celui-ci
et ne peuvent en aucun cas étre utilisées pour comparer la performance des méthodes entre elles,
étant donné que les jeux de données sont différents les uns des autres (Tableau 1). Ces estimations
suggerent que la vitesse évolutive du VIH est plus élevée sur le géne env que sur les génes gag et pol.
En effet, le geéne env code pour un précurseur des glycoprotéines gp120 et gp41 qui sont exposées a

la surface du virion et mutent beaucoup afin de chercher a échapper au systeme immunitaire.

Dans cette thése nous proposons une méthode de distances qui permet d’estimer rapidement le
taux de substitution sous les hypothéses du modele SRDT, tout en gardant une bonne précision
d’estimation. Un des objectifs est de pouvoir analyser de trés grands jeux de données afin de stabili-
ser les estimations du taux de substitution proposées dans la littérature, et cela sous un modele don-

né.



Chapitre 3
Diversité génétique, épidémiologie
moléculaire et origine du virus de
I'immunodéficience humaine (VIH), |'agent
responsable du SIDA

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) présente une grande diversité génétique. Deux
types (VIH-1 et VIH-2), quatre groupes pour le VIH-1 (M, N, O et P) et huit pour le VIH-2 (A a H).
Chaque groupe est le résultat d’une transmission inter-espéce d’un virus infectant les singes
d’Afrique a ’lhomme. Les virus du groupe M du VIH-1 sont responsables de I’'épidémie mondiale et
sont sous-divisés en sous-types, sous-sous-types et de nombreux recombinants circulants ou
uniques. Déja neuf sous-types (A a D, F a H, J et K) sont décrits pour le groupe M du VIH-1 et un
nombre croissant de variants recombinants. Cependant, tous ces variants génétiques n‘ont pas la
méme implication dans I'épidémie mondiale, certains sont trés prévalents, d’autres peu et leur
distribution est hétérogene. Les facteurs biologiques (recombinaisons, sélection naturelle, etc.)
ayant conduit a cette diversité ainsi que les facteurs sociologiques (guerres, migrations, etc.) liés a
I'expansion sont décrits dans ce chapitre, tout comme ses conséquences. Enfin, les origines zoono-

tiques de ces virus sont aussi discutées.
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3.1 Introduction

Au début des années quatre-vingt, des médecins américains s’apercoivent que certains de leurs
patients présentent des infections généralement observées chez les nouveau-nés ou chez les per-
sonnes ayant un systéme immunitaire affaibli (pneumonies dues a Pneumocystis carinii, sarcomes de
Kaposi, etc.). Ces patients étaient tous des hommes jeunes, préalablement en parfaite santé mais
avaient des rapports sexuels avec d’autres hommes. L’'examen de leur sang a montré une baisse du
nombre de lymphocytes, confirmant un disfonctionnement de leur systeme immunitaire. Le 5 juin
1981, le Center for Disease Control (CDC) d’Atlanta publie dans son bulletin hebdomadaire Morbidity
and Mortality Weekly Report (MMWR) la description de ces cas qui ont été observés a Los Angeles
entre octobre 1980 et mai 1981 (Pneumocystis pneumonia--Los Angeles, 1981). L’année suivante, le
terme SIDA pour « syndrome de I'immunodéficience acquise » est pour la premiere fois employé
dans la littérature afin de désigner cette nouvelle maladie (Update on acquired immune deficiency
syndrome (AIDS)--United States, 1982). L’agent viral du SIDA, quant a lui, est identifié en 1983 a
I'Institut Pasteur de Paris par I'équipe de Luc MONTAGNIER (Barré-Sinoussi et al, 1983), mais c’est
seulement en 1986 que le terme HIV, acronyme de « human immunodeficiency virus », est proposé

afin de désigner ce virus (Coffin et al, 1986).

Depuis, et selon les estimations du programme commun des Nations Unies sur le VIH/SIDA (ONU-
SIDA), le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) a déja causé plus de 27 millions de déces (ONU-
SIDA, 2010). Le nombre annuel de nouvelles infections au VIH a connu un pic en 1996 (3,5 millions de
nouvelles infections au VIH) suivi d’'une diminution réguliere de ce chiffre (estimé a 2,6 millions en
2009) mais qui reste toujours alarmant (Figure 17). En raison de la latence du virus entre le moment
de l'infection et celui de la phase symptomatique, le nombre annuel de décés liés au SIDA atteint son
paroxysme en 2004 (2,2 millions de déces). Au total, le nombre de personnes vivant avec le VIH en
2009 est estimé a 33,3 millions (ONUSIDA, 2010), mais les régions du globe ne sont pas égales face a

I'ampleur de cette épidémie (Tableau 2). Plus des deux-tiers des personnes infectées vivent en
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Afrique subsaharienne (22,5 millions de personnes), suivie de loin par I'Asie (6,2 millions de per-

sonnes).

Figure 17. Nombre de personnes nouvellement infectées par le VIH.
La courbe en rouge représente I'évolution du nombre de personnes nouvellement infectées par le VIH (en millions) entre

1990 et 2009. Les courbes en pointillés indiquent I'intervalle de confiance de ces estimations.
Adaptation de ONUSIDA (2010).
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Tableau 2. Estimations de ’ONUSIDA du nombre de personnes vivant avec le VIH en 2009.
Estimations de 'ONUSIDA du nombre de personnes vivant avec le VIH et de la prévalence chez les adultes (15-49 ans) en
2009 dans les différentes régions du globe.

Adaptation de ONUSIDA (2010).

Nombre de personnes vivant

Prévalence des 15-49 ans (%)

avec le VIH

. . 22,5 millions 5,0
Afrique subsaharienne [20,9.24,2 millions] (4,75,2]

Moyen-Orient et 460 000 0,2
Afrique du nord [400 000-530 000] [0,2-0,3]

Asie du sud et du sud- 4,1 millions 0,3
est [3,7-4,6 millions] [0,3-0,3]

. , 770 000 0,1
Asie de l'est [560 000-1,0 million] [0,1-0,1]

Océanie >7 000 03
[50 000-64 000] [0,2-0,3]

Amérique centrale et 1,4 millions 0,5
du sud [1,2-1,6 millions] [0,4-0,6]

Caraibes 240000 L0
[220 000-270 000] [0,9-1,1]

Europe orientale et 1,4 millions 0,8
Asie centrale [1,3-1,6 millions] [0,7-0,9]

Europe occidentale et 820 000 0,2
centrale [720 000-910 000] [0,2-0,2]

L. 1,5 millions 0,5
Amérique du nord [1,2-2,0 millions] [0,4-0,7]

Total 33,3 millions 0,8
[31,4-35,3 millions] [0,7-0,8]

La prévalence des personnes vivant avec le VIH dans le monde entier ne cesse de croitre en raison

du succes des thérapies antirétrovirales hautement actives (HAART, Highly Active Antiretroviral The-
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rapy) introduites en 1996. Elles permettent aux personnes infectées par le VIH de vivre plus long-
temps et dans de meilleures conditions, de réduire les transmissions sexuelles et la transmission
mere-enfant (ONUSIDA, 2009). Mais I'accés a ces thérapies est inégalement réparti entre les régions
du monde. Les populations des pays a revenu faible ou intermédiaire peuvent difficilement accéder a
ces traitements en raison de leur co(t élevé et de I'absence d’infrastructures spécialisées nécessaires
au suivi de I'infection. Dans ce contexte, plusieurs initiatives de la communauté internationale (ONU-
SIDA, Fondation Clinton, Fonds mondial de lutte contre le SIDA, la tuberculose et le paludisme, etc.)
permettent aux gouvernements des pays a revenu faible ou intermédiaire d’assurer au plus grand
nombre l'accés gratuit a ces traitements, ainsi que I'apport d’infrastructures pour le suivi des pa-
tients. Toutefois, ces infrastructures sont principalement implantées dans des zones urbaines,
d’acces difficile pour les populations des zones rurales dont le suivi des patients est souvent irrégu-
lier. Des efforts doivent encore étre faits afin de décentraliser ces centres de soin (Bouchaud et al,
2011). Rappelons que ces thérapies ne permettent pas d’éradiquer le virus, mais seulement de le
contréler, et qu’en raison de la diversité génétique du VIH, aucun vaccin efficace n’a encore été éla-

boré.

Nous présentons ici les informations concernant la diversité génétique et la classification du VIH.
Puis nous présentons la répartition géographique de ces différents variants, ainsi que I'origine du
VIH. Nous présentons ensuite, les causes et les conséquences d’une telle diversité génétique sur les
aspects biologiques et médicaux et enfin les facteurs humains ayant contribué a I'expansion mon-

diale de ce virus.

3.2 Virus de 'immunodéficience humaine (VIH)

3.2.1 La classification taxonomique des VIH

Les VIH appartiennent a la famille Retroviridae. Les membres de cette famille s’appellent commu-
nément des rétrovirus. Ce sont des virus a acide ribonucléique (ARN) qui ont la particularité de pos-
séder une enzyme, la transcriptase inverse ou rétrotranscriptase (RT du terme anglo-saxon reverse
transcriptase), qui permet de transcrire leur ARN viral en molécule d’acide désoxyribonucléique
(ADN) capable de s’intégrer a I’ADN de la cellule hote. Les rétrovirus sont subdivisés en deux sous-
familles et sept genres suivant leur pathogénicité et leur morphologie : Alpharetrovirus, Betaretrovi-
rus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Gammaretrovirus et Lentivirus dans la sous-famille des Ortho-
retrovirinae et Spumavirus dans la sous-famille des Spumaretrovirinae. A 'exception des Lentivirus,
les rétrovirus de la sous-famille des Orthoretrovirinae induisent des leucémies et des tumeurs chez

leur hote. Ces rétrovirus sont aussi appelés des oncovirus. Les virus T-lymphotropiques humains
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(HTLV) et leurs homologues chez les primates non humains (PNH), les virus T-lymphotropiques si-
miens (STLV) appartiennent au genre Deltaretrovirus. Quant aux Spumavirus, ils sont considérés
comme non pathogenes pour leur hote. Les foamy virus appartiennent a ce genre. Les Lentivirus sont
responsables de maladies a évolution lente, caractérisées par une longue période de latence aboutis-
sant a la mort. lls ont la particularité d’étre cytopathogenes, c’est-a-dire qu’ils tuent les cellules qu’ils
infectent. Les virus de I'immunodéficience humaine mais également ceux d’autres especes (féline,
bovine, simienne, etc.) appartiennent a ce genre. Actuellement, il existe deux types de VIH : le VIH-1
et le VIH-2. Les différences entre ces deux virus se font principalement au niveau génétique : plus de
50% de leur génome est différent. Au niveau morphologique, seuls les poids moléculaires des pro-
téines et des enzymes constitutives du virus changent. La réplication virale (Marlink et al, 1994) et la
transmission (Kanki et al., 1994; De Cock et al., 1993), aussi bien sexuelle que mére-enfant, sont
moindres pour le VIH-2. Néanmoins, au stade final, le VIH-2 induit les mémes symptémes que le VIH-

1, malgré une phase asymptomatique plus longue (Ancelle et al, 1987).

3.2.2 Phylogénie et diversité génétique des VIH

Dans I'arbre phylogénétique des lentivirus (Figure 18), les VIH se placent a proximité des SIV (si-
mian immunodeficiency virus), virus infectant les primates non humains. Chaque espéece de primate
est infectée avec une lignée monophylétique spécifique. Par exemple, les SIV infectant naturellement
les mangabeys a collier blanc (Cercocebus torquatus), aussi dénommé mangabeys couronnés, SIVrcm,
forment une lignée distincte des SIVcol, infectant les colobes guéréza (Colobus guereza). De ces ob-
servations, les virus SIV sont nommeés en fonction de I'espéce dans laquelle ils sont observés. Pour
cela, le sigle SIV est suivi par trois lettres minuscules qui réferent au nom commun anglais de I'espéce
hote considérée. Par exemple, SIVsyk réfere a I'espéce Cercopithecus albogularis (cercopitheque a
diadéme) dont le nom commun anglais est : « Sykes” monkey ». Si nécessaire, les initiales du nom
latin de la sous-espéce peuvent étre ajoutées (ex. SIVcpzPtt référe aux SIV qui infectent naturelle-
ment les chimpanzés Pan troglodytes troglodytes et SIVcpzPts les Pan troglodytes schweinfurthii). A
I'intérieur des clades correspondant aux VIH-1 et VIH-2, des lignées monophylétiques, que I'on
nomme des groupes, sont observées. Chaque groupe correspond a une transmission inter-espéce
d’un SIV a 'homme. A ce jour, le VIH-1 dénombre quatre groupes (M, N, O et P) et le VIH-2 huit (A a

H). Parmi ces groupes, seuls les virus du groupe M sont responsables de la pandémie.
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Figure 18. Phylogénie des lentivirus.
Phylogénie obtenue d’aprés un alignement du gene pol comprenant les régions codantes de la protéase, de la transcriptase
inverse, de la RNAse H et de l'intégrase. La phylogénie est calculée a I'aide des logiciels DNAdist et NEIGHBOR du package

PHYLIP (Felsenstein, 1993), sous le modeéle d’évolution F84.
Adaptation de Foley (2000).
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La phylogénie des virus appartenant au groupe M du VIH-1 (Figure 19) montre que certains va-
riants génétiques forment des lignées monophylétiques que I'on appelle des sous-types. Actuelle-
ment 9 sous-types sont dénombrés (A a D, F a H, J et K). Les sous-types E et | ne sont plus considérés
comme des sous-types « purs ». D’abord identifiés sur I'enveloppe, ils étaient reconnus comme
« nouveaux », mais I'analyse de leur génome complet a révélé des virus recombinants, c’est-a-dire
gu’ils sont formés de fragments appartenant a des sous-types différents, voire pas référencés. Les
recombinants peuvent jouer un réle important dans I'épidémie des VIH, ils sont alors appelés
« formes recombinantes circulantes » (CRF, Circulating Recombinant Forms), dans le cas contraire le
terme « formes recombinantes uniques » (URF, Unique Recombinant Forms) est utilisé pour les dési-
gner. Des fragments du sous-type E peuvent étre retrouvés sur les CRFO1_AE et CRF27_cpx et des
fragments du sous-type | sur le CRFO4_cpx. La nomenclature impose I'identification d’au moins trois
souches virales séquencées sur la totalité du génome, sans lien épidémiologique proche (c.-a-d. hors
couple, mere-enfant, etc.), afin de proposer un nouveau sous-type ou un nouveau CRF (Robertson et

al, 2000).

En général, deux souches virales appartenant a deux sous-types différents different d’environ 25%
a 30% au niveau de I'enveloppe (env), d’environ 15% pour le géne gag et d’environ 10% pour pol
(Gao et al, 1998). La variabilité génétique de souches appartenant au méme sous-type est inférieure
a 20% au niveau de I'enveloppe (Robertson et al, 2000). Toutefois, la diversité génétique a I'intérieur

d’un sous-type n’est pas identique pour tous les sous-types. Par exemple, on observe une plus
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grande diversité pour le sous-type A (Gao et al, 2001), tandis que les sous-types B ou C sont plus ho-
mogenes. Cela suggere que I'épidémie du sous-type A est plus ancienne que celle des sous-types B et
C. La nomenclature propose de nommer les lignées distinctes a I'intérieur d’un sous-type, des sous-
sous-types. Actuellement, le sous-type A possede quatre sous-sous-types, identifiés Al a A4 (Vidal et
al, 2006), et le sous-type F deux, identifiés F1 et F2 (Triques et al, 1999). En considérant cette défini-
tion, le sous-type D peut alors étre considéré comme un sous-sous-type du sous-type B, mais pour
des raisons historiques la désignation D a été conservée.

Figure 19. Phylogénie des virus du groupe M du VIH-1.

Phylogénie de maximum de vraisemblance des virus appartenant au groupe M du VIH-1 obtenue sur le géne pol presque

complet. La phylogénie est calculée avec fastDNAmI (Olsen et al, 1994) sous le modéle d’évolution F84.
Adaptation de Robertson et al. (2000).
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3.3 Distribution géographique des différents variants géné-

tiques du VIH

3.3.1 LesVIHdetype 1

Les souches du VIH-1 sont phylogénétiquement classées en quatre groupes : M, N, O et P, résultat
de quatre anthropozoonoses indépendantes. Seul le groupe M est pandémique, les autres sont sur-
tout responsables d’infections en Afrique centrale (particulierement au Cameroun). Les raisons pour
lesquelles les virus du groupe M sont pandémiques sont inconnues. Peut-étre ont-ils une propriété

intrinséque qui leur permettent de se transmettre (et donc de se répandre) plus facilement que ceux
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des autres groupes ou peut-étre ont-ils eu plus de chance a se retrouver dans une population présen-

tant des conditions épidémiologiques idéales pour se diffuser.

3.3.1.1 LegroupeM

La plus grande diversité génétique intragroupe est observée avec les souches virales du groupe M.
Pour cette raison et sur I'appui d’arbres phylogénétiques, la nomenclature les subdivise en neuf sous-
types (A a D, F a H, J et K) représentant les différentes lignées du groupe M du VIH-1, et en 51 CRF
(http://www.hiv.lanl.gov) ; les URF ne sont pas répertoriées. Le sous-type C est responsable de
presque 50% des infections mondiales au VIH-1 (Figure 20). Vient ensuite le sous-type A responsable
d’environ 12% des infections, puis le sous-type B avec 11,33%. Face a ces trois sous-types, la propor-
tion d’individus infectés par les sous-types restants (D, F, G, H, J et K) semble négligeable, elle vaut
moins de 8%. Quant aux CRF et aux URF, ils sont responsables d’environ 20% des infections mon-
diales au VIH-1, mais seuls les CRFO1_AE (environ 5%) et CRF02_AG (environ 8%) sont réellement
pandémiques. Les autres sont responsables d’épidémies localisées (Hemelaar et al, 2011).
Figure 20. Distribution globale des variants génétiques du groupe M du VIH-1 sur la période 2004-2007.

Pourcentage des infections causées par les différents variants génétiques du groupe M du VIH-1 par rapport au nombre
total d’individus infectés par ces variants (plus de 35 millions) (Hemelaar et al, 2011).
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La distribution géographique des sous-types et des CRF est hétérogene et en perpétuelle évolu-
tion (Figure 21). En Amérique, en Europe de I'ouest et en Australie le sous-type B est prédominant.
Toutefois, en Amérique Latine les sous-types B, C et F sont aussi observés, ainsi que de nombreux
recombinants B/F ou B/C qui y circulent. En Europe de I'est ce sont les sous-types A et B, ainsi que

des virus recombinants A/B qui prédominent. L’essentiel des variants qui circulent en Asie sont les
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sous-types B, C et le CRFO1_AE (Lau et al, 2007). Néanmoins, le sous-type quasi-omniprésent en Inde
est le C, il est presque responsable de 98% des infections (Hemelaar et al, 2011). Le CRFO1_AE est
surtout épidémique en Asie du sud-est tandis que les sous-types B et C sont prédominants en Chine
ou les recombinants CRFO7_BC et CRFO8 BC ont émergé. Les souches B qui circulent en Asie sont
génétiquement différentes de celles qui circulent en Europe ou en Amérique. De ce fait, elles sont
parfois nommées B’ ou Thai B afin de les distinguer du variant occidental.

Figure 21. Distribution géographique des principaux variants génétiques du groupe M du VIH-1.

Ce planisphere indique I'emplacement géographique des principaux variants génétiques du VIH-1. Les variants prédomi-
nants dans une zone géographique donnée sont représentés en caractere plus grand.
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C'est en Afrique, et particulierement au centre, qu’est observée la plus grande diversité génétique
du VIH-1 en terme de sous-types et de recombinants (Peeters et al, 2003; Toure-Kane et al, 2000;
Vidal et al, 2000). Le sous-type C est responsable de la quasi-totalité des infections en Afrique aus-
trale et dans la Corne de I'Afrique, ainsi qu’au Burundi. L’Afrique du Sud est le seul pays de la région
ou le sous-type B est observé, mais uniquement chez les hommes ayant des rapports sexuels avec
des hommes (van Harmelen et al, 1997). Les pays de I’Afrique de I'est sont touchés par les sous-types
A et D, tandis que les pays de I’Afrique de 'ouest par le CRFO2_AG. La plus grande diversité géné-
tique des souches du groupe M est observée dans les pays du centre de I'Afrique (Cameroun, Centra-
frique, Gabon, République Démocratique du Congo et le Congo) (Marechal et al, 2006; Niama et al,
2006; Vidal et al, 2005, 2000; Fonjungo et al, 2000; Delaporte et al, 1996). Tous les sous-types y ont
été identifiés, de nombreuses CRF, URF, ainsi que des souches virales non encore classifiées. Ces
résultats suggerent que I'épidémie en Afrique centrale est ancienne et que I'Afrique centrale serait
probablement I'épicentre des virus du groupe M, en particulier la République Démocratique du Con-

go qui montre un degré nettement supérieur de diversité génétique (Vidal et al, 2000).
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3.3.1.2 LegroupeO

En 1990, De Leys et al. (1990) observent deux cas d’infection au VIH chez un couple d’origine ca-
merounaise mais installé en Belgique. Les comparaisons génétiques de I'isolat ANT70, isolé chez la
femme et séquencé sur la région LTR (long terminal repeat), montre des différences significatives
avec les autres isolats connus de I'’époque. Quatre ans plus tard, le génome complet de cet isolat est
rendu disponible (Vanden Haesevelde et al, 1994) et simultanément un nouvel isolat MVP-5180,
similaire a3 ANT70 sur LTR, est isolé chez une patiente camerounaise atteinte du SIDA (Glrtler et al,
1994). Dés lors, I'appellation sous-type O est proposée par les auteurs pour désigner les virus généti-
guement proches de ces deux variants. Ce n’est qu’avec l'identification d’un troisieme isolat (VAU),
chez une patiente séropositive francaise, et sur la base d’analyses phylogénétiques, que ces variants
génétiques sont désormais classés dans un nouveau groupe, le groupe O (outgroup ou outlier) (Char-

neau et al, 1994).

Depuis, d’autres cas d’infections par le groupe O du VIH-1, principalement au Cameroun ou chez
des patients Camerounais vivant en Europe sont observés. Plusieurs études en Afrigue montrent que
I’épicentre de cette infection se situe dans la partie ouest de I’Afrique centrale, plus particulierement
au Cameroun et dans les pays voisins comme la Guinée Equatoriale ou ce variant représente 1% des
infections au VIH-1 (Ayouba et al, 2000). Des infections VIH-1 groupe O sont aussi documentées dans
plusieurs pays de Afrique de I'ouest (Figure 22), comme le Tchad, le Nigéria (Peeters et al, 1997), le
Bénin (Heyndrickx et al, 1996), la Cote d’lvoire (Nkengasong et al, 1998), le Togo, le Sénégal et le
Niger (Peeters et al, 1996), mais aussi au Kenya (Songok et al, 1996), un pays de I'Afrique de I'est, et
en Zambie, un pays de I’Afrique australe (Peeters et al, 1997). Des cas sporadiques sont retrouvés en
Europe (France (Loussert-Ajaka et al, 1995), Allemagne (Hampl et al, 1995), Belgique (Peeters et al,
1995), Espagne (Quifiones-Mateu et al, 1998; Soriano et al, 1996) et Norvége (Jonassen et al, 1997))
et aux Etats-Unis (Sullivan et al., 2000; « Identification of HIV-1 group O infection--Los Angeles coun-
ty, California, 1996 », 1996). Néanmoins, les investigateurs ont a chaque fois démontré I'existence
d’un lien épidémiologique fort avec les pays de I’Afrique centrale, surtout avec le Cameroun et la
Guinée Equatoriale. L’isolat VAU est le seul qui y fait exception. Des virus recombinants intergroupes
O/M sont également identifiés au Cameroun (Yamaguchi et al, 2004; Peeters et al, 1999; Takehisa et

al, 1999).

Du fait du peu de cas observés, la prévalence des infections au VIH-1 groupe O reste faible. La plus
forte prévalence est documentée au Cameroun (2,1%), suivi du Nigéria (1,1%) et du Gabon (0,9%)
(Peeters et al, 1997), deux pays limitrophes au Cameroun. Ces résultats suggérent que le foyer épi-
démique de ce variant génétique semble étre le Cameroun ou la prévalence reste stable et tres faible

(1,1%) (Vessiere et al, 2010; Ayouba et al, 2001).
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Figure 22. Répartition géographique des différents cas d’infection au VIH-1 groupe O.

Cette figure montre la dispersion géographique des différents cas d’infection reportés du VIH-1 groupe O. L'intensité du gris
est proportionnelle au nombre d’infections au groupe O de chaque pays (quelques cas a plusieurs dizaines). Aucun cas n’est
documenté pour les pays coloriés en blanc. L’Afrique centrale, plus particulierement le Cameroun et ses proches voisins,
concentre I'essentiel de I'épidémie du VIH-1 groupe O. Des cas sont tout de méme observés a I'ouest, a I'est et au sud de
I’Afrique. En dehors de I’Afrique, seuls les Etats-Unis et quelques pays d’Europe ont observé des infections au groupe O,

mais chez des patients ayant des liens épidémiologiques forts avec I’Afrique centrale.
Adaptation de Quifiones-Mateu et al. (2000).
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3.3.1.3 LegroupeN

Le premier cas d’infection au VIH-1 groupe N est identifié chez une patiente d’une trentaine
d’années qui s’est présentée a I’hopital de Yaoundé (Cameroun) en mai 1995 avec des signes cli-
niques de SIDA (Simon et al, 1998). La souche virale isolée a cette occasion est désignée sous le
terme YBF30. Les études phylogénétiques montrent qu’elle n’est semblable a aucune autre souche
de référence du VIH-1, mais qu’elle est proche des SIV de chimpanzés. Un autre cas de transmission
inter-espéce est a 'origine de cette souche virale et un nouveau groupe est proposé afin de la clas-
ser : N pour « new » ou « non-M, non-O ». Afin de confirmer la circulation de ce variant génétique au
sein de la population, Simon et al. (1998) ont caractérisé 700 échantillons VIH-1 entre 1988 et 1997
parmi lesquels seulement un autre échantillon VIH-1 groupe N est identifié. Par la suite, plusieurs
autres infections anecdotiques furent décrites et uniqguement au Cameroun (Vallari et al, 2010; Ya-
maguchi et al, 2006b, 2006a; Bodelle et al, 2004; Roques et al, 2004; Vergne et al, 2003; Ayouba et
al, 2000). Au total, moins d’une vingtaine de cas sont reportés dans la littérature et la prévalence du

groupe N au Cameroun est donc de 0,1% (Vallari et al, 2010).
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Bien que I'observation de souches appartenant au groupe N est rare, les modes de transmissions
et la pathogénicité de ce variant sont comparables a ceux du groupe M. Par exemple, I'identification
d’un enfant agé de 7 ans porteur d’un virus du groupe N suggére qu’une transmission verticale
(mere-enfant) peut se produire (Ayouba et al, 2000). La transmission horizontale (par contacts
sexuels) est attestée lors d’'une étude sur un couple (Yamaguchi et al/, 2006a) et la mort par le SIDA
de la patiente porteuse de la souche YBF30 confirme la pathogénicité de ce variant. Récemment, un
cas identifié en France chez un patient revenant d’un voyage au Togo (pays de contamination) con-

firme la circulation de ce virus en-dehors du Cameroun (Delaugerre et al, 2011).

3.3.1.4 LegroupeP

A ce jour, seulement deux individus porteurs du VIH-1 groupe P sont identifiés. Le premier est une
femme originaire du Cameroun mais résidant en France depuis 2004 (Plantier et al, 2009). Avant son
arrivée, elle a vécu dans plusieurs villes semi-urbaines situées aux alentours de Yaoundé, la capitale
du Cameroun et lieu probable de contamination. En ayant connaissance de cette information, Vallari
et al. (2011) ont effectué une enquéte épidémiologique afin d’estimer la prévalence du groupe P au
Cameroun. Sur 1 736 échantillons VIH-1 positifs examinés (collectés entre 2006 et 2009), seule une
autre souche virale appartenant au groupe P est identifiée. Ainsi, la prévalence du groupe P au Ca-
meroun est de 0,06%. L’identification de cette derniére souche virale valide la circulation de ce va-

riant au sein de la population humaine.

3.3.2 Les VIH de type 2

Contrairement a son homologue le VIH-1, le VIH-2 n’a pas connu une expansion épidémique
mondiale. Il est aujourd’hui caractérisé par huit groupes (A a H) (de Silva et al, 2008; Damond et al,
2004), mais seuls les groupes A et B sont épidémiques en Afrique de I'ouest. De rares cas sont aussi
retrouvés dans les autres pays africains et dans le reste du monde. Le groupe A circule principale-
ment en Guinée-Bissau et au Sénégal, tandis que le groupe B est particulierement présent au Mali et
en Cote d’lvoire. Néanmoins, les prévalences VIH-2 sont peu élevées et vont en décroissance. Par
exemple, en Guinée-Bissau, la prévalence du VIH-2 est de 10,1% en 1989 alors qu’en 2008 elle est de
4,4% (da Silva et al, 2008; Poulsen et al, 1993). Parallelement une augmentation de la prévalence du
VIH-1 est observée. Un phénomeéne similaire est remarqué dans les autres pays ou le VIH-2 est épi-
démique (Hamel et al, 2007). Ces informations suggéerent que I'épidémie du VIH-2 tend a diminuer,

voire a disparaitre.

Les autres groupes du VIH-2 ne sont pas du tout épidémiques. Chacun des groupes restant est
seulement observé chez un seul patient. Les groupes C et D sont identifiés en 1989 chez deux pa-

tients vivant au Libéria (Gao et al, 1994) et les groupes E et F en 1992 et 1991 respectivement chez
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deux patients originaires de Sierra Leone (Chen et al., 1997; Gao et al., 1994). Le groupe G est identi-
fié en 1992 chez un patient vivant en Cote d’lvoire (Brennan et al, 1997) et le groupe H en 1996 chez
un patient originaire de I’Afrique de I'ouest, mais vivant en France (Damond et al, 2004). Récem-
ment, un autre cas d’infection par un virus VIH-2 appartenant au groupe F est identifié aux Etats-Unis

chez un patient aussi originaire de Sierra Leone (Smith et al, 2008).

A linstar du VIH-1, des phénoménes de recombinaisons intergroupes (A/B) sont aussi observés
pour le VIH-2 (Yamaguchi et al, 2008; Gao et al, 1994). Mais ce n’est qu’avec l'identification récente
de trois isolats de patients vivant au Japon (dont deux originaires du Nigéria) et leur correspondance
génomique avec un isolat de 1990 collecté en Céte d’lvoire (Gao et al, 1994) que la premiere CRF du
VIH-2 est proposée par la nomenclature : CRFO1_AB (lIbe et al, 2010). Méme si des cas d’infections
double aux VIH-1 et VIH-2 sont reportés (Gottlieb et al, 2003), aucune souche recombinante entre

ces deux types n’est observée.

3.4 L’origine africaine des VIH

C’est avec I'observation de symptémes similaires au SIDA chez 'homme dans une colonie de 64
macaques rhésus (Macaca mulatta) du centre de primatologie de Californie (California Primate Re-
search Center) (Henrickson et al, 1983), et I'isolation de trois SIV sur ces animaux malades au centre
de primatologie New England Regional Primate Research Center (Daniel et al, 1985) que I'hypothése
d’une origine simienne au VIH fut suspectée dés 1985. L'isolation de souches SIV phylogénétique-
ment proches du VIH-1 sur deux chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes) du Gabon vers la fin des
années quatre-vingt a considérablement favorisé I’hypothése de chimpanzés comme réservoir direct
du VIH-1 (Huet et al, 1990; Peeters et al, 1989). Mais des doutes subsistaient encore a cause du peu
d’animaux infectés retrouvés. L’hypothése d’une troisieme espece de primate non humain comme
réservoir était toujours ouverte. Mais oU, quand et comment cette transmission inter-espece a eu

lieu étaient encore des questions ouvertes.

Les chimpanzés sont classés en quatre sous-espéces : Pan troglodytes verus vivant en Afrique de
I'ouest, Pan troglodytes ellioti a I'ouest du Cameroun, Pan troglodytes troglodytes au sud du Came-
roun, en Guinée Equatoriale, au Gabon et au nord du Congo, et Pan troglodytes schweinfurthii au
nord de la République Démocratique du Congo, ainsi qu’a I’est de la République Centrafricaine, en
Ouganda et Tanzanie (Figure 23). Toutefois, seules les sous-espéces P. t. troglodytes et P. t. schwein-
furthii sont naturellement infectées par des SIV, respectivement dénommés SIVcpzPtt et SIVcpzPts
(Leendertz et al, 2011; Van Heuverswyn et al, 2007; Switzer et al, 2005). Les premiéres études phylo-

génétiques, incluant des souches virales VIH-1, SIVcpzPtt et SIVcpzPts ne permettaient pas
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I'identification certaine du réservoir du VIH-1 car le nombre de souches SIV était limité et prove-
naient d’animaux captifs (Gao et al, 1999). Néanmoins, elles montraient que les virus SIVcpzPtt sont
phylogénétiquement plus proches du VIH-1 que SIVcpzPts. Le développement en 2002 d’une mé-
thode non invasive (utilisant des échantillons fécaux) pour les espéces protégées a permis la caracté-
risation de nouvelles souches de SIV provenant de chimpanzés sauvages (Santiago et al., 2003, 2002).
A partir de ces nouvelles données, des études phylogénétiques confirment que SIVcpzPts n’est pas
I"'ancétre du VIH-1 (Worobey et al, 2004) et en 2006, les réservoirs exacts du VIH-1 groupe M, virus
pandémique, et du VIH-1 groupe N, non pandémique, sont identifiés (Keele et al, 2006). Les ancétres
des virus du groupe M prennent source dans une communauté de chimpanzés sauvages vivant a
I’extréme sud-est du Cameroun et ceux du groupe N dans une autre communauté de chimpanzés
sauvages située aux environs de la forét du Dja au centre-sud du Cameroun (Figure 24). Les ancétres
des groupes O et P ne sont pas encore identifiés. Néanmoins, ces virus sont proches des SIV infectant
les gorilles (Gorilla gorilla gorilla) vivant aussi au Cameroun. En ce qui concerne les virus du groupe
M, il a été montré que I'épicentre de I'épidémie se situe en République Démocratique du Congo a
des centaines de kilomeétres du lieu de contamination initiale (Vidal et al/, 2000). Les raisons exactes
entre ces différences de localisation ne sont pas connues, mais plusieurs hypothéses sont formulées
(démographiques, sociologiques, économiques, etc.).

Figure 23. Aires de répartition des différentes sous-espéces de chimpanzés en Afrique.

Les chimpanzés (Pan troglodytes) sont divisés en quatre sous-espéces. Les chimpanzés Pan troglodytes versus (en jaune)
vivent a I'ouest de I’Afrique, les Pan trog/qdytes ellioti (en vert) a I'ouest du Cameroun, les Pan troglodytes troglodytes (en
mauve) au sud du Cameroun, en Guinée Equatoriale, au Gabon et au nord du Congo et les Pan troglodytes schweinfurthii

(en bleu) au nord de la République Démocratique du Congo, au sud-est de la Répulique Centrafricaine, ainsi qu’a I'ouest de

I’Ouganda et de la Tanzanie.
Adaptation d’'une image de Wikipédia.
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Figure 24. Liens de parenté entre les virus VIH-1 et SIV.

Phylogénie (inférée a partir d’'une méthode de maximum de vraisemblance sur la région env) montrant que les ancétres
directs des groupes M et N du VIH-1 sont des chimpanzés (Pan troglodytes) de la sous-espéce troglodytes vivant respecti-
vement au sud-est et au centre du Cameroun. Les ancétres des groupes O et P ne sont pas encore identifiés, mais les virus

SIV infectant les gorilles (Gorilla gorilla gorilla) du Cameroun sont de proches parents et peut étre leur ancétre.
Adaptation de Etienne & Peeters (2010).
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Dans la République Démocratique du Congo, particulierement a Kinshasa (la capitale), une diversi-

té génétique impressionnante des souches virales du groupe M du VIH-1 est actuellement observée
(Vidal et al, 2005, 2000), suggérant que I'épidémie dans ce pays est ancienne et qu’il est |'épicentre
de la pandémie actuelle. Deux souches virales, une provenant d’'un sérum de 1959 (Zhu et al, 1998)
et 'autre d’une biopsie de 1960 (Worobey et al, 2008), confirment I'ancienneté de I'épidémie dans
ce pays car elles présentent une grande diversité génétique. Elles appartiennent respectivement aux
sous-types D et A. Des études de datation moléculaire sont utilisées afin d’estimer la date de
I"ancétre commun aux souches des VIH-1. La date de I'ancétre commun aux souches appartenant au
groupe M est estimée au début du xx° siécle (1908 [1884-1924]), celle des souches appartenant au
groupe N au début des années soixante (1963 [1948-1977]) et celle des souches appartenant au
groupe O au début des années vingt (1920 [1890-1940]) (Wertheim & Worobey, 2009). Au vu du
nombre insuffisant de souches appartenant au groupe P, aucune publication ne relate les estimations

de la date de son ancétre commun, car elle manquerait de crédibilité.

En Afrique, les chimpanzés (aussi bien que d’autres especes de primates non humains) sont chas-
sés et domestiqués. lls sont une source de revenu et d’alimentation pour les populations locales.
L’exposition directe avec le sang ou d’autres sécrétions corporelles lors de la chasse, lors de la prépa-

ration de la viande de brousse ou méme lors de blessures infligées par des singes domestiqués (p. ex.
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morsures) sont les explications les plus plausibles pour expliquer le franchissement de la barriére

d’espece (Peeters et al, 2002) (Figure 25). Mais le mode exact de contamination reste indéterminé.

Figure 25. lllustrations de situation a risque.
Illustrations de la proximité qu’ont les habitants de I’Afrique centrale avec des singes possiblement contaminés. Les photos
du bas montrent un habitant préparant, a mains nues, de la viande de brousse. Une blessure lors du maniement de son

ustensile I'exposerait directement au sang de I'animal.
Photos de Steve AHUKA MUNDEKE et Bernadette ABELA.

Contrairement au VIH-1, le VIH-2 a pour origine le SIVsm infectant le mangabey enfumé (Cercoce-
bus atys) de I'Afrique de I'ouest qui est aussi chassé et consommeé par les habitants locaux. Le réser-
voir des groupes épidémiques (A et B), ainsi que ceux des groupes C, G et H, infectant peu
d’individus, est identifié. Il s’agit de mangabeys enfumés sauvages vivant dans la forét de Tai en Cote
d’lvoire, limitrophe au Libéria (Santiago et al, 2005). Les souches des groupes E et F sont phylogéné-
tiguement proches de souches SIVsmm de Sierra Leone et celle du groupe D de souches SIVsmm du
Libéria (Chen et al, 1997, 1996). Les études de datation estiment la date de I'ancétre commun des
groupes A et B a 1932 [1906-1955] et 1935 [1907-1961] respectivement (Wertheim & Worobey,
2009).
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3.5 Causes de la diversité génétique

Le VIH présente une grande diversité génétique. Plusieurs facteurs biologiques sont responsables

de cette diversité.

Une caractéristique des virus appartenant a la famille des rétrovirus est de posséder la transcrip-
tase inverse (ou rétrotranscriptase), une enzyme qui permet de synthétiser le matériel génétique
viral (initialement en ARN) en ADN afin de I'intégrer dans le génome de la cellule héte pour devenir
un provirus. C'est une étape clef du cycle réplicatif viral. Cependant, lors de la transcription de I’ARN
viral en ADN, la transcriptase inverse commet un nombre important d’erreurs. Ce nombre est estimé
in vivo a environ une substitution sur 10 000 bases par cycle réplicatif viral (Preston & Dougherty,
1996). De plus, la transcriptase inverse ne possede pas d’activité exonucléasique permettant la cor-
rection des erreurs d’appariement (Roberts et al, 1988). Associer ce facteur avec une forte réplica-
tion virale, environ 101° & 1012 nouveaux virions chaque jour (Perelson et al, 1996), implique qu’un
individu est infecté par une pléthore de virus génétiquement différents et dont la population est

appelée une « quasi-espéce ».

Outre le fait de commettre des erreurs, la transcriptase inverse est aussi connue pour sauter
(« switch ») d’un brin d’ARN a un autre pendant la transcription (An & Telesnitsky, 2002). Lorsque les
brins d’ARN sont identiques, ce phénomene peut créer des insertions ou des délétions (Zhang et al,
2000). Mais lorsque la cellule héte est infectée par plusieurs variants génétiques différents (unique-
ment possible lors d’une surinfection ou co-infection), des virus recombinants peuvent émerger et
donc participer a la diversification génétique du VIH. Le taux de recombinaison du VIH est estimé a
trois événements de recombinaison par génome et par cycle de réplication virale (Zhuang et al,
2002). Ce phénomeéne pose probleme dans le développement de vaccins a virus atténués, en effet
ces virus peuvent recombiner avec les virus naturels et devenir infectieux. Les recombinaisons les
plus souvent reportées sont ceux entre des virus de sous-type différent, mais des recombinaisons
intra-sous-types (Rousseau et al, 2007) ou intergroupes (Peeters et al., 1999; Takehisa et al., 1999)
sont aussi documentées. Malgré I'observation de nombreuses infections doubles VIH-1/VIH-2 (Got-
tlieb et al, 2003), aucun recombinant VIH-1/VIH-2 n’est référencé (Curlin et al, 2004) et peu d’études

s’y attachent.

La sélection naturelle est aussi un acteur important de la diversité génétique des VIH (Kils-Hitten
et al, 2001). Elle se joue sur deux fronts : les pressions de sélection du systeme immunitaire (com-
mun a tout individu) et les pressions de sélection dues aux traitements antirétroviraux (uniguement

pour les patients sous traitement). Ces pressions peuvent étre de deux sortes soit positives, soit né-
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gatives. Lorsque la pression est négative, les mutations se produisent essentiellement sur les parties
non codantes du génome. Dans le cas contraire, elles ne doivent pas changer la structure et la fonc-
tionnalité des protéines (en particulier celles nécessaires au cycle réplicatif virale) sous peine de
rendre inaptes les nouveaux virions. Ces mutations sont dites synonymes ou silencieuses. Les chan-
gements d’acides aminés sur les protéines sont la preuve d’une pression positive. Dans ce cas, les
mutations sont dites non synonymes. En ce qui concerne le VIH, les mutations positives sur les pro-
téines de I'enveloppe permettent au virus d’échapper au systéme immunitaire : des changements
dans les déterminants antigéniques permettent a ces nouveaux variants de ne plus étre reconnus par
les anticorps et les cellules immunitaires. De méme, un variant résistant a un traitement spécifique
aura un avantage par rapport aux autres variants et sera sélectionné. De ce fait, la région gp120 de
I’enveloppe possede une grande variabilité génétique (région en contact avec I'environnement exté-
rieur). Les mutations de résistance aux traitements antirétroviraux peuvent apparaitre dans les ré-
gions qui sont ciblées par les antirétroviraux, essentiellement pol (transcriptase inverse et protéase),
mais aussi les génes gag (site de clivage) et env (sur la gp41). Par ailleurs, des variants naturellement

résistants aux traitements antirétroviraux sont aussi observés (Shafer et al, 1999).

3.6 Conséquences de cette diversité génétique

Les conséquences de cette diversité génétique sont nombreuses. Elles concernent la virulence, la
transmission, les tests de dépistages, le suivi de I'infection par la quantification de la charge virale, les

traitements antirétroviraux et I’élaboration d’un vaccin.

Plusieurs études indépendantes ont en effet montré que la progression vers le stade SIDA peut
dépendre du variant génétique (Kaleebu et al, 2002; Kanki et al, 1999; Neilson et al, 1999). Par
exemple, une étude sur 1045 adultes vivant en Ouganda montre que les individus infectés par le
sous-type D ont une progression vers la maladie plus rapide que ceux infectés par le sous-type A.
Mais il ne semble pas y avoir de différence dans le taux de transmission de la meére a I’enfant entre
ces deux variants (Eshleman et al, 2001). Une autre étude sur une cohorte de 320 femmes vivant a
Nairobi (Kenya) montre que les femmes infectées par le sous-type C se retrouve plus tot dans un état
avancé d’'immunodépression par rapport aux femmes infectées par les sous-types A ou D. Toutefois
aucune regle générale ne peut étre établie puisque selon les études les résultats peuvent différer

(Alaeus et al, 1999) et les raisons biologiques ne sont pas encore connues (Wright et al, 2011).

Les tests de dépistage sont primordiaux dans le suivi de I'épidémie et de I'infection au VIH, ils doi-
vent donc étre d’une sensibilité extréme. Méme si actuellement ces tests détectent tous les variants
génétiques connus (type, sous-type ou groupe), ce n’était pas le cas au début de la pandémie. En

effet, les premiers tests commercialisés étaient développés sur la base du sous-type B circulant dans
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les pays a revenu élevé et ils ne permettaient pas de détecter les variants génétiques appartenant au
groupe O (Loussert-Ajaka et al, 1994). Cela montre qu’une surveillance des variants génétiques est
nécessaire, surtout dans les pays d’Afrique centrale ou la diversité génétique est trés importante et
ou de nouveaux variants peuvent facilement émerger suite a d’éventuelles autres transmissions zoo-
notiques. L'échec de la détection de I'émergence d’'un nouveau variant aurait des conséquences

dramatiques.

La quantification de la charge virale est un outil indispensable au suivi de I'infection, mais aussi
pour suivre I'impact des traitements antirétroviraux. Hélas, la diversité génétique influe aussi sur ce
procédé qui est basé sur une détection moléculaire d’un fragment génomique des virus. A 'instar des
tests de dépistage, les premiers tests de quantification de la charge virale étaient inadaptés a détec-
ter des sous-types non-B car leur développement était basé sur le sous-type B (Gueudin et al, 2003).
Depuis, la performance de ces tests a été accrue. Il en existe capables d’identifier de nombreux va-
riants génétiques, mais aucun ne peut les identifier tous (Peeters et al., 2010; Rouet & Rouzioux,

2007).

Les traitements antirétroviraux ont pour but de réduire le taux de réplication virale et de le main-
tenir a un niveau tres bas. Cela permet au systéme immunitaire de se restaurer, réduisant ainsi la
mortalité, la morbidité et I'impact du virus sur le patient pour améliorer sa qualité de vie (Palella et
al, 1998). Néanmoins, la diversité génétique a une influence sur I'efficacité de ces traitements théra-
peutiques. Par exemple, il existe des souches (VIH-2 et VIH-1 groupe O) naturellement résistantes
aux inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) (Lal et al, 2005; Quifiones-
Mateu et al, 1998) et les souches virales appartenant au sous-type G semblent moins sensibles a
certains inhibiteurs de protéase (IP) (Descamps et al, 1998). De plus, sous I’action de ces thérapies,
des mutations de résistance peuvent apparaitre, permettant au virus d’échapper a la pression médi-
camenteuse. La rapidité avec laquelle ces souches résistantes émergent peut varier pour certains
sous-types. Par exemple, les virus du sous-type C développent plus rapidement des souches résis-

tantes aux NNRTI que celles du sous-type B (Loemba et al, 2002).

L’extraordinaire diversité génétique du VIH, résultat de I'adaptation du virus a son environne-
ment, est aussi un obstacle majeur a I’élaboration d’un vaccin (Gaschen et al, 2002). En effet,
I’hypervariabilité antigénique produite par le virus ne permet pas d’élaborer un vaccin préventif
contre tous les variants génétiques simultanément (Berman et al, 1999). Les premiers essais vacci-
naux n’ont pas donné de résultats encourageants (Bolognesi & Matthews, 1998), mais les tests con-

tinuent toujours (Rerks-Ngarm et al, 2009).
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3.7 Facteurs sociologiques de la diffusion mondiale du VIH

Les raisons pour lesquelles le VIH est devenu pandémique ne sont pas uniquement biologiques,
elles sont aussi sociologiques. Une grande partie de la dissémination mondiale du VIH dépend du
comportement humain, aidé par la latence de la maladie, sa capacité a échapper au systeme immuni-

taire et ses modes de transmissions.

Le VIH peut se transmettre d’un individu a un autre suivant deux voies horizontales et une voie
verticale. Les deux transmissions horizontales sont les voies sexuelle et sanguine. La transmission par
voie sexuelle s’effectue essentiellement par les muqueuses vaginales, vulvaires, péniennes ou rec-
tales. Ces membranes sont des portes d’entrée efficaces pour le virus, en particulier pour le parte-
naire receveur. Toutefois, la probabilité de contamination n’est pas de 100%, elle est d’environ 1 cas
sur 1 000 épisodes de rapports sexuels (Galvin & Cohen, 2004). Cela dépend notamment du type de
rapport sexuel (vaginal/anal), de la durée et de la fréquence des expositions, de la charge virale pré-
sente dans les sécrétions, du stade de l'infection, de la présence de microlésions sur les muqueuses
ou de la présence d’autres infections sexuellement transmissibles (Galvin & Cohen, 2004). Il semble-
rait que la circoncision diminuerait considérablement les probabilités de contamination des hommes
lors de rapports hétérosexuels (Auvert et al, 2005) ; c’est pour cela que des campagnes de circonci-
sion sont effectuées en Afrique comme acte de prévention (Bailey et al, 2007; Gray et al, 2007). La
transmission par voie sanguine est maintenant éradiquée dans le milieu hospitalier (lors de transfu-
sions), excepté dans les pays du Sud ou le dépistage des dons de sang n’est pas toujours et partout
disponible. Le dernier mode de transmission du VIH est celui de la mére a I'’enfant. La transmission
peut se produire pendant la grossesse, I'accouchement mais aussi durant I'allaitement. Le taux de
transmissions de la mére a I’enfant est en nette diminution et, suite a 'avancée des traitements pré-
ventifs a ce mode de transmission, I'ONUSIDA envisage |’élimination quasi-totale des transmissions

meéres-enfants a I’horizon 2015 (ONUSIDA, 2010).

Selon les modes de transmission du VIH, il existe certaines personnes qui sont « statistiquement
plus exposées a l'infection que le reste de la population » (Grmek, 1990). Pour les désigner, la littéra-
ture utilise le terme de « groupes a risque » ou « populations clés » (ONUSIDA, 2009). Ces groupes a
risque ont joué un réle dans la diffusion de I'épidémie de SIDA en Afrique et en-dehors de I’Afrique
par le biais d’évenements fondateurs qui correspondent a la diffusion rapide d’un variant au sein
d’un groupe, lequel peut apres se répandre dans la population générale. Par exemple, en Russie le
sous-type A s’est répandu parmi les consommateurs de drogues injectables (Bobkov et al, 1997). Le
terme de consommateurs de drogues injectables (IDU pour intraveinous drug users) désigne des in-

dividus qui se droguent a l'aide de seringues. Ces seringues peuvent étre contaminées par le virus et
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I’échange de seringues contaminées diffuse le virus au sein de cette population. Certains toxico-
manes s’adonnent a la prostitution afin d’avoir des revenus supplémentaires qui leur permettent de
se procurer de la drogue. lls peuvent ainsi servir de pont envers la population générale. Les hommes
ayant des rapports sexuels avec des hommes (désignés dans la littérature internationale sous le
terme MSM pour « men having sex with men ») est un autre groupe a risque. Certains individus de
cette population ont une activité sexuelle impliquant de nombreux partenaires (Grmek, 1990) favori-
sant la dispersion du virus lors de rapports non protégés. Ce dernier groupe a souvent été stigmatisé
au début de I'épidémie du SIDA, parce que la maladie a été pour la premiére fois identifiée sur des
individus appartenant a cette communauté. Le dernier groupe a risque couramment retrouvé dans la
littérature, sont les professionnel(le)s du sexe (CSW pour commercial sex workers ou parfois FSW
pour female sex workers). En Afrique, les premiéres études sur le VIH ont été faites sur des cohortes
de professionnel(le)s du sexe ou la prévalence observée était tres élevée (Van de Perre et al, 1985).
Dans de nombreux pays, I'utilisation de préservatifs pendant des rapports sexuels tarifés est peu
fréquente ce qui participe ainsi a la diffusion du VIH. Depuis le début de la pandémie, des campagnes
de prévention ont été mises en place et ont considérablement réduit les risques de transmission

dans ces différents groupes.

L'état actuel de I'épidémie du VIH et la dispersion de ses variants génétiques ne peuvent
s’expliquer uniquement sur la base de ces groupes a risque. D’autres acteurs ont joué un réle plus ou
moins important dans la diffusion de cette épidémie (Perrin et al, 2003). Les mouvements de popula-
tions, qu’ils soient liés au tourisme (notamment sexuel), a I'immigration ou a I'éloignement familial
pour raisons économiques, mais aussi aux conséquences des conflits ou des guerres, participent a la
diffusion de certains variants génétiques (Belda et al, 1998; Lasky et al, 1997; Kane et al, 1993; Bwayo
et al, 1994). Par exemple, le déploiement de troupes militaires (éloignement du domicile, situations
de stress di aux conflits, etc.) peut favoriser I'exposition des soldats aux maladies sexuellement
transmissibles, incluant le VIH, puis leur diffusion apreés rapatriement (Azuonwu et al, 2012; Djoko et
al, 2011). Le développement économique massif de certains secteurs reculés (exploitations fores-
tieres et miniéres) induit de maniére compréhensible la formation de réseaux sociaux et écono-
miques (incluant la prostitution) autour de ces secteurs, pouvant ainsi participer a la diffusion de

I’épidémie du VIH dans les zones rurales (Laurent et al, 2004).






Chapitre 4
Ultrametric Least Squares : une méthode
de distances rapide et précise pour
estimer le taux de substitution a partir

d'un ensemble de séquences hétérochrones

Nous présentons ici une méthode de distances, Ultrametric Least Squares (ULS), qui es-
time le taux de substitution d'un ensemble de séquences hétérochrones, en faisant I'hy-
pothése d’'une horloge moléculaire stricte. Cette méthode corrige la distance évolutive
entre séquences, par l'adjonction d'un facteur correctif aux séquences non contempo-
raines. Ce facteur est proportionnel au taux de substitution a estimer, ainsi qu'a I'ancien-
neté de la séquence en question. Le taux de substitution est alors estimé par la minimisa-
tion d'un critére quadratique, qui mesure l'ultramétricité de la distance corrigée. Nous
montrons que ce critére est parabolique par morceaux, et proposons un algorithme effi-
cace, en 0(n3logn) oll n est le nombre de séquences, pour minimiser ce critére. Nous
montrons aussi qu’il est possible de borner cette complexité et sans perte de précision
par un tirage aléatoire de triplets. Notre méthode peut étre étendue a l'estimation de plu-
sieurs taux de substitution variant au cours du temps, par exemple pour prendre en
compte la prise d'un traitement et sa date de début, ou par lignage (horloges molécu-
laires locales). ULS est confrontée sur données simulées a d'autres méthodes de dis-
tances, comme sUPGMA ou TREBLE, aux régressions linéaires Root-to-Tip et Pairwise-
Distance, ainsi qu'a l'approche probabiliste développée dans le logiciel BEAST, qui est a
I'heure actuelle considérée comme l'une des plus précises mais est handicapée par un
temps de calcul trés important. Les expériences montrent qu'ULS est plus précise ou
aussi précise que les autres méthodes de distances et que BEAST, tout en étant extré-

mement rapide. Nous présentons ensuite une application d’'ULS sur deux jeux de don-

nées du VIH.
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4.1 Introduction

Les méthodes de distances définissent avec les méthodes probabilistes et les méthodes de parci-
monie les trois approches principales permettant I'inférence de phylogénies moléculaires (cf. Cha-
pitre 1). Un des principes souvent utilisé avec les méthodes de distances est celui des moindres car-
rés (en anglais Least Squares) qui compare les distances évolutives estimées entre paires de sé-
guences, contenant des erreurs dues a I’échantillonnage et inhérentes au modele d’évolution, aux
distances patristiques (ou distances de chemin) calculées dans I'arbre estimé (Felsenstein, 1997;
Bulmer, 1991; Fitch & Margoliash, 1967). Ce principe est non seulement rapide en temps de calcul,
mais augmente en précision au fur et a mesure que les erreurs d’estimation dans les distances ten-
dent a disparaitre. En pratique, il est impossible d’estimer les vraies distances évolutives puisque les
modeles d’évolution font des hypotheses simplificatrices, comme, par exemple, I'indépendance des
sites. Pour contrer cet effet, plus marqué sur les grandes distances que sur les petites, les méthodes
de moindres carrés utilisent généralement une valeur de pondération devant chaque terme de la
somme, qui est inverse a la variance de |'estimateur et donc plus faible pour les grandes distances.

Ainsi, les méthodes de moindres carrés pondérées Weighted Least Squares, WLS, généralisent la
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méthode des moindres carrés ordinaires Ordinary Least Squares, OLS, qui n’utilise pas de pondéra-

tions, ou, ce qui revient au méme, des pondérations toutes identiques.

Cette approche de pondération est peu exploitée (hormis TREBLE) par les méthodes de distances
qui permettent d’estimer le taux de substitution, alors qu’elle est presque universelle pour les mé-
thodes d’inférence phylogénétique. A notre connaissance, la méthode sUPGMA est la seule qui uti-
lise le principe des moindres carrés, mais sans valeurs de pondération (OLS) (Rodrigo et al, 2007;

Drummond & Rodrigo, 2000).

Nous présentons dans ce chapitre une méthode de distances, Ultrametric Least Squares (ULS), qui
estime le taux de substitution d'un ensemble de séquences hétérochrones sous I'hypothése d’une
horloge moléculaire stricte, c’est-a-dire sous les hypothéses du modele SRDT. Cette méthode utilise
des triplets de séquences et des pondérations, comme TREBLE, mais propose un algorithme radica-
lement différent ol on optimise un critére global dont nous montrons qu’il est parabolique par mor-
ceaux. Cette méthode est ensuite étendue aux modeles MRDT et DR (mais avec des horloges molécu-
laires locales). Les performances de cette méthode sont simultanément comparées avec celles des

autres méthodes de distances et celles de la méthode probabiliste de référence, BEAST.

4.2 Description de la méthode

Considérons un ensemble de n séquences homologues alignées § = {S;,i = 1,-:-,n}, associées
aux souches & ={i,i =1,---,n} échantillonnées aux temps T = {t;,i =1,---,n}. Soit d:§ X
S = R, la distance arborée entre ces souches correspondant a la vraie phylogénie (inconnue). Pour

simplifier, d(Si, Sj) est noté dij. Soit d une estimation de d satisfaisant les conditions de symétrie

(dl-]- = c?ji), de positivité (c?ij = 0et cil-l- = 0) et de réflexivité (dij =0 < i =j). Ondit que d est un
indice de distance ou une dissimilarité sur §. Linégalité triangulaire est une condition non forcément
respectée par d et non nécessaire ici. Pour tout t, t' € T, t < t’ signifie que ¢ est plus ancien que t’
ou que t’ est plus récent que t. Soit £, € T la date d’échantillonnage la plus récente, c’est-a-dire que
to = max;c¢c t;. L'intervalle de temps qui sépare la date d’échantillonnage t; € T de t; se note

T; = ty — t; et s’exprime en unité de temps (généralement en jours, années ou générations). Comme

to = t, pourtoutk € £, alorsty — t, = T, = 0 pour tout k € £.

Pour estimer le taux de substitution w, relatif a 'ensemble §, nous « corrigeons » d, a I'aide de w,
en une mesure §, fonction du taux de substitution, qui représente une distance ou dissimilarité ol
chaque souche est vue comme contemporaine (Figure 26). Soient deux souches i et j de &, i # J,

alors
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Figure 26. Schéma représentant la définition de I’équation (1).

Soient deux taxa i et j échantillonnés aux temps ¢; et ¢;. La distance estimée séparant i et j est cil-]-, la distance restante
pour ramener j (respectivement i) au temps contemporain t, est w X (to - tj) = wT; (respectivement wT;). Donc la dis-
tance §;; qui voit [ et j comme contemporains vaut ciij +w X (Ti + T,)

S
dij
]
o]
5
3
tgo-dt----L-L

Remarque 1. La mesure §;; est une fonction affine de w ayant pour coefficient directeur T; + T;
et pour ordonnée a l'origine dij. Comme T; =0 et T; = 0, il en va de méme pour leur somme
T; +T; = 0. Ainsi, Sij est strictement croissante lorsque T; + T; #0, c’est-a-dire lorsqu’au moins une
des deux souches est échantillonnée a un temps différent de ¢, et est constante lorsque T; + T; = 0,

c’est-a-dire lorsque les deux souches sont échantillonnées au temps t;.

L’hypothese de I’horloge moléculaire stricte stipule que I’évolution est un processus constant (a
travers le temps) et uniforme (a travers les lignées). Donc, les souches identifiées comme contempo-
raines dans la vraie phylogénie sont a égale distance de leur ancétre commun. Cette phylogénie peut
se représenter par un dendrogramme et la distance additive associée est dite sphérique ou encore
ultramétrique. Nous allons préciser cette notion, qui va nous servir a établir le critére sur lequel est

basé ULS.

Définition 1. Soit E un ensemble. Une distance d: E X E — R est ultramétrique si pour tout tri-

pleti, j et k de E, la condition
dij < max{d, d;;}
est vérifiée. Cette condition se nomme aussi la condition des trois points.

Soient I, j et k de &, la définition de 'ultramétricité implique que deux des trois nombres d;;, d

et dj; sont égaux et maximaux. Il est évident que cette condition implique la condition des quatre

points (pour tout x, y, z et t de € : dy, +d, < max{dxz + dyp, dyr + dyz}) et, par conséquent,
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I'inégalité triangulaire (pour tout x, y et z de € : dyy, < dy, + d;,). En notant respectivement par

d® et d® le plus grand nombre et le deuxiéme plus grand nombre parmi d

ijk ijk d;i et dj, nous avons

ijr

1 @) _n_ 4@ €Y}
dijk - dijk =0= dijk - dijk'

Proposition 1. Soient un espace E et d une distance sur E. La distance d est ultramétrique si, et

seulement si, le critére

2) 0@ =y (df-af)

i<j<k
est nul.

Le critére Q utilise la méthode des moindres carrés pour tester I'ultramétricité d’'une distance.
L’équation (2) montre le critére sous sa forme la plus simple (OLS). Sachant que § représente les dis-
tances entre les feuilles vues comme contemporaines et que nous faisons I’hypothése d’un taux de
substitution w unique, alors une méthode naturelle d’estimation du taux de substitution w consiste a

minimiser le critére Q(§(w)), ce qui revient a rendre & le plus « ultramétrique possible ».

La formule (2) sous-entend que les estimations c?l-j ont le méme taux d’erreur quels que soient i
et j. Une supposition fausse car plus la distance entre i et j est grande, plus I'erreur sur (il-j est im-
portante. Pour prendre en compte cet effet Fitch et Margoliash (1967), Felsenstein (1997) et d’autres
proposent d’ajouter une valeur de pondération a chaque terme de la somme, en suivant une ap-
proche de type WLS. Cette valeur de pondération augmente I'importance donnée aux estimations
ayant un faible taux d’erreur, c’est-a-dire associées a une petite variance, et une faible importance
aux estimations ayant un fort taux d’erreur, c’est-a-dire associées a une grande variance. Par ce pro-

cédé, la formule (2) devient :

2
1 2
B Q@) = D wipe (85@) =67 ))
i<j<k
ou Wiji est la valeur de pondération, dépendante de i, j et k, attribuée a chaque terme de la somme.
Le choix de cette valeur de pondération, correspondant a I'inverse d’une variance, sera discuté a la

section 4.2.3.

4.2.1 Minimisation du critére d’ultramétricité sur un triplet
Dans un premier temps, nous allons étudier le comportement du critere en ne considérant qu’un

seul triplet, puis nous le généraliserons sur plusieurs triplets. De plus, avec un seul triplet la pondéra-
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tion WLS n’intervient pas, simplifiant alors I'analyse. Notons par §);jx(w) la distance corrigée §(w)

restreinte au seul triplet i, j et k de £.

Sur un triplet, I’équation (2) se réduit a un terme
) @, 3\
(4) Q (5|ijk (a))) = (6ijk () = 8y, (“’)) :
Ce terme est dépendant des trois droites 6;;(w), 6;x(w) et §jx (w). Leurs équations sont définies en

(1). Dans la suite et pour simplifier, on omettra d’indiquer w lorsque ce ne sera pas nécessaire.

Remarque 3. Soit un intervalle I = [a,b] ou les droites J;;, J;; et &j n‘ont aucun point
d’intersection. Alors les deux plus hautes droites correspondent aux termes 61.(1.1,2 (w) et 61.(1.2,3 (w), qui

restent identiques sur I. Posons Si(jlk) (w)=a,w+ by et Si(jzk) (w) = a,w + b,. Alors

Q (6|ijk(w)) = ((a; —az)w + by — bz)2 = A%w? 4 2ABw + B?,

avec A = a; —a, et B = b; — b,. Ainsi, Q (6|ijk(a))) est une parabole de variable w. Elle est posi-
tive (c’est une différence au carré) et convexe (le coefficient de son mon6me de plus haut degré est

positif). De plus, lorsque les droites Si(jlk) et Si(jzk) sont paralléles (a; = a,), le critére est constant sur [

(A = 0).

Regardons maintenant ce qu’il se passe autour des points d’intersection des trois droites 6;;(w),

ik (w) et & (w), c’est-a-dire la ou les termes 5&3 et 6i(j2,3 sont modifiés, correspondant alors a des
droites différentes. Il convient de distinguer deux types de points d’intersection. Le premier regroupe

les points d’intersection qui ne modifient pas I'expression du critére. Ce sont les points d’intersection

. . . . . 1 2
entre les deux plus hautes droites ; ils permutent les droites représentées par les termes 51(113 et Si(jk)
entre elles, mais leur différence au carré reste identique avant et aprés le point d’intersection qui a la
particularité d’annuler le critere. Le second regroupe les points d’intersection qui modifient

I’expression du critére. Ce sont les points d’intersection entre la deuxiéme et la troisieme plus haute

@)

droite. lls modifient uniquement la droite représentée par le terme 6ij, et, donc, le comportement

du critere avant et apres ce point change, au sens ou on a toujours une parabole, mais d’équation

différente.

Définition 2. Soient trois droites quelconques A, B et C définies sur R, et soit x,, le point

d’intersection entre les droites A et B. Le point x,;, est dit « frontiére » si I'inégalité
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A(xap) = B(xap) < C(x4p)

est vérifiée. Il est dit « solution » si I'inégalité

A(xap) = B(xap) = C(xyp)
est vérifiée (Figure 27).

Figure 27. Différence entre point solution et point frontiere.

Le graphique A montre un point solution (une seule parabole dont on atteint le minimum), le graphique B un point frontiére
(on change de parabole) et le graphique C montre qu’il est possible pour un point d’étre a la fois frontiére et solution (deux
paraboles se rencontrent sur leur minimum).

A B C
B(w) C(w)
A(w) . B(w) .
' A(w) '
Cla s Q) A Q(w)
1 XAB 1 XAB XA
L > W : > W > W
Les points d’intersection solutions entre les droites &;;, §; et &, sont ceux qui annulent le critere
Q(6|ijk). En effet, en ces points, les deux termes Si(].lk) et 61.(].2,3 sont égaux et leur différence est donc

nulle. lls correspondent a une solution optimale pour I'estimation du taux de substitution avec le
critere Q(5|ijk). Les autres points d’intersection, les points frontiéres, n"annulent pas le critere, mais
changent la fonction parabolique représentant sa valeur. Ainsi, le critere est une fonction parabo-
ligue par morceaux. La définition 2 n’exclut pas le fait qu’un point d’intersection peut étre a la fois
frontiére et solution (Figure 27C). Ce dernier cas se produit lorsque les trois droites sont concou-
rantes. La Figure 28 montre le comportement du critére sur un triplet, ainsi que les droites §;;, 8;; et

6jx ayant permis d’obtenir son allure.
Remarque 4. L’expression Q(é‘wk), définie en (4), est continue sur R.

Les différents cas de figures montrés a la Figure 28 suggerent qu’il y a toujours au moins une solu-
tion pour le taux de substitution @, qui rende 6, ultramétrique, sauf lorsque les droites &;;, &y et
jx sont paralléles. Cependant, les minimums de la fonction ne sont pas toujours acceptables (Figure
29). En effet, comme le taux de substitution est une vitesse, les valeurs négatives ne peuvent lui étre

assignées ; dans ce cas, la solution optimale est parfois zéro, comme montré dans la Figure 29.
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Figure 28. Quelques exemples (non exhaustifs) de I'allure du critére restreint a un triplet.

Le comportement du critére restreint a un triplet sur R est montré en rouge, les trois droites &;;, §; et §j en bleu et les
points d’intersection en vert. Pour I'exemple A, les trois droites sont paralléles et le critére résultant est une droite. Les
exemples B et C montrent les cas olU seulement deux droites sont paralléles et I'exemple D le cas ou deux droites sont con-
fondues. Les exemples E et F se produisent dans le cas ou aucune des droites n’est paralléle. L’exemple E a deux solutions
tandis que I'exemple F a deux frontiéres.

A

Dans le cas d’un seul triplet, il est généralement possible (sauf Figure 29C) de trouver au moins
une valeur pour le taux de substitution rendant la distance 6|l-jk(w) ultramétrique. Cette valeur est
déterminée par le(s) point(s) d’intersection solution(s), qui coincide(nt) avec un minimum du critéere.
La valeur de ces points peut aussi étre obtenue en annulant la dérivée du critére. Lorsque nous con-

sidérerons plusieurs triplets (cf. ci-dessous), les points d’intersection solutions des différents triplets
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ne correspondront plus avec un minimum du critere (sauf cas trés particulier), et pour en déterminer
le minimum global, il faudra dériver chaque morceau du critére, lui aussi parabolique par morceaux.
Par ailleurs, dans le cas d’un seul triplet, le minimum rend toujours la distance corrigée parfaitement
ultramétrique. Mais cette observation n’est plus vraie lorsque plusieurs triplets sont considérés et le

résultat rendra la distance corrigée « aussi ultramétrique que possible ».

Figure 29. Solutions considérées par I’algorithme ULS suivant la positivité ou la négativité des points solutions.

Le critére restreint a un triplet a toujours au plus deux solutions qui I'annulent. Cependant, ces solutions ne sont pas tou-
jours convenables suivant qu’elles soient positives ou négatives (graphiques A et B). Dans le cas du graphique C, aucune des
solutions proposées par le triplet n’est considérée, et zéro sera présenté comme solution optimale.

A A B 4 C A

QB(w) Q(5(w))

Q(d(w))
AN o D AN s o A

€

4.2.2 Minimisation du critére d’ultramétricité sur plusieurs triplets

Le critere d’ultramétricité restreint a un triplet se comporte sur R comme une fonction parabo-
lique par morceaux, ol chaque morceau est soit une constante ou soit une parabole convexe posi-
tive. Quand il est étudié sur plusieurs triplets, il devient une somme de fonctions paraboliques par
morceaux (Figure 30), c’est donc toujours une fonction parabolique par morceaux, mais elle est plus
complexe. Néanmoins, I'objectif reste d’en déterminer le minimum, considéré comme la meilleure
estimation possible pour le taux de substitution w, et qui rend la distance corrigée § aussi ultramé-

trique que possible.

L’étude du critére sur un triplet a montré que le minimum du critére correspond au(x) point(s) so-
lution(s). Les exemples E et F de la Figure 30 montrent que cela n’est plus systématiquement vrai.
Donc, le minimum du critére ne peut étre obtenu que par dérivation des morceaux de parabole du
critére. Il convient ensuite de vérifier si ce minimum est inclus dans le domaine de définition du mor-
ceau considéré. Il devient alors une solution potentielle, et le minimum global correspond alors au

minimum de toutes les solutions potentielles (le plus souvent uniques).

Le critére est continu en tout point de R, puisqu’il est la somme de critéres continus définis sur
chaque triplet, mais il n’en est pas dérivable aux points frontieres. Cependant, en ces points la pro-
priété de dérivabilité n’est pas nécessaire. En effet, sauf dans un cas particulier (Figures 28A et 28D),

extrémement rare avec des données réelles et correspondant a un plateau, on peut montrer que les
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morceaux de parabole ont une pente croissante aprés le passage de chaque point frontiére (Figures
30D, 30E et 30F). De ce fait, il est inutile de rechercher une solution aux points frontiéres puisqu’elle
se trouvera forcément entre ces points (a moins d’un plateau, ou lorsque le changement de para-
boles correspond aussi a leur minimum, cf. Figure 27C, ces deux cas nécessitant un soin particulier,

bien que tres peu probables).

Figure 30. Comportement du critére sur plusieurs triplets.

Les graphiques A, B et C montrent le critére obtenu a partir d’un triplet, tandis que les graphiques D, E et F le montrent
comme étant la somme de plusieurs critéres définis sur un triplet. Le critére du graphique D (respectivement E) correspond
a la somme des criteres A et B (respectivement B et C). Le critere du graphique F correspond a la somme des trois critéres
A, B et C. Les graphiques E et F montrent qu’il n’est pas possible d’obtenir une valeur qui annule le critére, mais un mini-
mum existe et il est alors choisi comme solution optimale. Le graphique F montre qu’il est possible d’avoir plusieurs points
frontiéres identiques et E qu’il est possible d’avoir plusieurs minima locaux.

- -
Q(d
(B(w)) ()
> W S > W
f, f,
- .- _
Q(B(w))
Q(B(w)) ‘"“*-\
\/ > W > W
f; f, f, f,
Q(B(w))
Q(3(w))
\,_/ _/
> W > W
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Remarque 5. Soit un intervalle I € R sur lequel il n’y a aucun point frontiere. Alors les variables

50 et 6@ de chaque terme de la somme (2), représentent toujours les mémes droites. Pour un

ijk ijk’

triplet i, j et k de &, posons 6i(1.1,3 (w) = al(},zw + bl.(jllz et 61.(].2,3(0)) = ag,zw + bi(].zlz, alors

) @ 3\ W _ @ o _ @)
Q(8(w)) = z (5ijk (@) — &y (‘U)) = z ((aijk - aijk) @ + by, — bijk)
i<j<k i<j<k
d’ol

_ 2 @ _ _@)? @ _ @) (p® _ ;@ @ _ ;@)
() =w z (aijk - aijk) + 20 z (aijk - aijk) (bijk - bijk) + z (bijk - bijk) :

i<j<k i<j<k i<j<k

Le minimum w”* de cette parabole est déductible par dérivation et vaut

__ Brale-a)-3)

@__@)°
Zi<]’<k(aijk_ai]'k)

w

Si w* €1, alors w* est un minimum local au critére Q(&). Dans le cas contraire, Q(&) n’a aucun mi-

nimum sur I, du fait de la propriété précédente.

Pour obtenir le minimum global du critére, il faut donc rechercher le minimum local de chaque
morceau. La remarque 5 fournit, pour un morceau de parabole, la formule donnant son minimum
local. L'algorithme va donc consister a parcourir les points frontiéres et a vérifier sur chaque inter-

valle si celui-ci contient ou non une solution potentielle.

Comme le taux de substitution est nécessairement positif ou nul, seule la définition du critere sur
R, a besoin d’étre considérée. Mais il se peut que certains triplets aient leurs points frontiéres et
solutions tous négatifs (Figure 29C). Ce type de triplets biaise I'estimation du taux de substitution et
« pousse » celle-ci vers zéro. Pour éviter un tel biais, les triplets ayant cette caractéristique sont omis

de 'analyse.

Le comportement du critére reste identique avec la version pondérée du critére. En effet, multi-
plier chaque terme de la somme par une constante positive ne modifie en rien ses propriétés. Ce-
pendant, cette constante influe sur 'importance a donner a tels ou tels termes. En effet, plus cette
constante est proche de zéro, plus le terme correspondant, jugé non informatif, tend a ressembler a
une droite horizontale passant par zéro (et a donc peu d’influence sur le critere), tandis que plus sa
valeur est élevée, plus elle donne de I'impact a ce terme (jugé informatif). Ainsi, considérer des pon-
dérations sur chaque terme de la somme n’a pas de conséquence sur les propriétés énoncées précé-

demment, mais uniquement sur le résultat final.
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4.2.3 Détermination de la valeur de pondération optimale

Pour les méthodes standards de reconstruction phylogénétique, la valeur de pondération asso-
ciée a chaque terme de la somme des moindres carrés pondérés (WLS) est 1/(317 (Swofford et al,
1996), car dij est une bonne approximation (a un facteur constant dépendant du nombre de sites) de
la variance associée a ai,- (Felsenstein, 1984), signifiant que la confiance dans I'estimation des dis-
tances évolutives devient de plus en plus faible au fur et a mesure que dij est grand. Une variante de
pondération largement utilisée, proposée par Fitch et Margoliash (1967), est 1/&1-2]-. Sur un jeu de
données comprenant 43 mammiféres, Sanjuan et Wrébel (2005) montrent que 1,823 est une valeur
d’exposant optimal, plutét que 2. Sur un autre jeu de données contenant des souches env du VIH-1
provenant de différents organes (moelle osseuse, cerveau, liquide cérébro-spinal, rein, foie, poumon,
ganglion lymphatique et rate), ils montrent, cette fois-ci, que la valeur d’exposant 1,766 est la plus
appropriée. Ce dernier jeu de données avait pour but de montrer le phénoméne de compartimentali-
sation du VIH (McGrath et al, 2001). Dans tous les cas, ils indiquent que 1/di2j fournit des résultats
similaires. Cette valeur d’exposant (2) semble étre a priori optimale (ou n’en est pas loin) et nous la

conserverons dans les simulations ci-aprés.

Les formules de pondération précédentes ne peuvent pas étre utilisées directement pour w;jy
puisque chaque terme de la somme du critére dépend sur R des trois distances ai,-, cil-k et cijk (sauf
cas particulier). De plus, nous avons montré que le critére est une fonction continue et, afin de con-
server cette propriété remarquable, il est important que la valeur de pondération associée a chaque
terme de la somme soit constante sur R. Une mesure naturelle est alors d’utiliser I'inverse de la

somme des trois distances, soit

1

Wijk S S ——
dij + d]k + dik

Cette valeur de pondération a le méme comportement que celle utilisée classiquement. Néanmoins,
si la somme des trois distances est trés proche de zéro, une confiance presque absolue est donnée au
terme correspondant et faussera inévitablement les estimations du taux de substitution. Il est
d’usage de supposer que chaque mesure dij ne peut pas étre plus petite que la moitié d’'une substi-
tution observée, c’est-a-dire cii,- > 1/(2N), ou N est la longueur de I'alignement (Swofford et al,
1996). Ainsi, nous pouvons rajouter un pseudo-compte au dénominateur afin d’éviter les valeurs trop

petites ou nulles, d’ou

1
Cdy +dy +dy + /N

Wijk
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ou k est choisi sur la base de simulations de maniere a optimiser I'impact de w;j, sur chaque terme
de la somme. En suivant I'approche classique de Fitch et Margoliash (1967), on peut employer le

carré de cette pondération, soit

1
(di; + dge + djpe + k/N)*

(5) Wijk =

Le produit des trois distances (au lieu de leur somme) peut aussi étre considéré comme valeur de

pondération, bien que I'interprétation en soit moins naturelle, soit

1
di]- X dik X dA]k + k/N’

Wijk =

et a nouveau on peut passer au carré

1
- (dAU X dAik X d]k + k/N)2

(6) Wijk

Dessimoz et al. (2006) ont proposé des formules moins empiriques, bien adaptées a notre cas de
figure. lls ont calculé la variance de la différence (dik - djk), et notre critére est justement calculé a

partir de différences de distances, qui est approximée par la formule

(7) Uz(a dA ) ~ dA}]'-3182 . (vik + vjk)1,0933(vikvjk)0,1181
ik — 4jk) = ~03026 - ~ \1,2449 ’
Vij (di +djx)

ou les termes v;;, vy, et vy, sont les variances respectivement associées aux distances d;;, d;;, et dj.
Ces variances peuvent étre calculées pour la plupart des modeles d’évolution, mais elles sont rare-
ment données par les logiciels les plus couramment utilisés. Elles peuvent alors étre approximées par
dij/N, di/N et dj, /N respectivement, ou N est la longueur de I'alignement. Le probléme avec

D o 52

cette variance est qu’elle considere une paire de distances, issues de 5ijk ijk+ et que cette paire

peut varier aux points frontiéres. Afin de conserver une variance constante sur R (cf. ci-dessus), nous
considérons, pour chaque terme de la somme, la variance associée aux droites avec un point solu-
tion, et si plusieurs variances sont possibles, la plus grande est choisie. Ainsi, la valeur de pondération

correspond 3 'inverse de cette variance maximum plus un pseudo-compte de la forme k/N2.

La pertinence des différentes valeurs de pondérations proposées est testée sur un jeu de données
contenant 800 simulations (Figure 31) et pour lequel les séquences sont de longueur 300 paires de

bases pour la figure A et de 1 000 paires de bases pour la figure B. La description compléte du proto-
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cole de simulation est donnée a la section 4.3.1.1. Les valeurs de pondération testées sont : sans
pondération en rouge, pondération tenant compte de la variance de Dessimoz (7) pour k valant O et
1 en jaune et vert respectivement, pondération (5) pour k valant 0 et 1 respectivement en cyan et
bleu et pondération (6) pour k valant 1 en violet. L'ordonnée indique la précision d’estimation des
différentes valeurs de pondération (fonction déviation relative, cf. section 4.3.1.2). Pour I'essentiel,
plus cette valeur est petite, plus les estimations sont précises. Différentes entrées sont aussi étu-
diées, soit avec des matrices de distances (calculées avec DNAdist), soit avec des arbres FastME (cal-
culés a partir des matrices de distances) ou soit avec des arbres PhyML. Dans ces deux derniers cas,
on commence par calculer la distance patristique avant d’appliquer ULS. Les précisions d’estimation
des différentes valeurs de pondération proposées sont quasi-identiques pour des valeurs de k oscil-
lant entre 0,5 et 2, et ne sont donc pas toutes montrées. De méme, les précisions d’estimation de la
valeur de pondération (6) pour k = 0 ne sont pas montrées car elles sont systématiquement supé-
rieures a 0,2 pour des séquences de 300 paires de bases et supérieures a 0,1 pour des séquences de
1000 paires de bases. Les différences en précision d’estimation sont flagrantes en passant
d’alignements de 300 sites a 1 000 sites, comme on peut s’y attendre. Dans ce dernier cas, il n’y a
presque plus de différence en précision d’estimation entre les différentes valeurs de pondération
puisqu’au fur et a mesure que la longueur des séquences augmente les estimations des distances
évolutives deviennent de plus en plus justes et la pondération devient alors plus ou moins superflue,
en particulier avec des arbres FastME et PhyML. Les alignements de 300 sites semblent dont étre le
cas de figure idéal pour trancher entre les différentes valeurs de pondération ou I'on observe, qu’en
moyenne, la pondération (6) pour k = 1 est la plus performante, en particulier avec des matrices de
distances. Donc, la valeur de pondération (6) pour k = 1 est conservée pour notre méthode. Remar-
qguons que la valeur de pondération (5) et celle avec la variance de Dessimoz (7), pour k = 0, sem-
blent inadaptées avec des arbres PhyML et des séquences de 300 paires de bases, mais ce probléme

est corrigé en utilisant un pseudo-compte ou en considérant un alignement plus grand.

4.2.4 Limites algorithmiques et solutions proposées

La mise en ceuvre d’ULS nécessite |'utilisation de techniques algorithmiques avancées pour ré-
soudre certains problemes pratiques (essentiellement place mémoire) et d’observer les propriétés
du critére (par exemple, la possibilité d’échantillonner les triplets) afin d’obtenir un programme ra-

pide et précis.

4.2.4.1 Conservation des coefficients de chaque morceau de parabole
ULS minimise un critére qui est une fonction parabolique par morceaux pour déterminer la meil-

leure estimation du taux de substitution. Chaque morceau du critére est un polynédme du second
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degré (ou une constante qui en est un cas particulier) et peut donc étre représenté par les coeffi-
cients de ses trois monomes (dans le cas d’'une constante, les coefficients des mondémes de degré un
et deux sont nuls). Pour connaitre le minimum global du critére, il faut donc connaitre avec exacti-

tude la définition numérique de chaque morceau de parabole, ainsi que leur intervalle de définition.

Initialement, les frontieres sont indéterminées. Elles apparaissent progressivement et de facon
aléatoire lors du parcours des triplets. Ces contraintes obligent a devoir construire les coefficients
associés a chaque morceau de fagon progressive mais surtout non dépendante de I'intervalle auquel
il appartient (puisque cet intervalle est uniquement connu a la fin du parcours des triplets). Autre-
ment, il serait nécessaire de parcourir I'ensemble des triplets deux fois de suite : une premiere fois
pour connaitre toutes les frontieres et la seconde pour connaitre les coefficients de chague morceau

de parabole.

Figure 31. Performance en précision d’estimation des différentes valeurs de pondération étudiées.

Ces graphiques montrent en ordonnée les performances en précision d’estimation (plus les valeurs sont petites, meilleures
sont les estimations ; fonction déviation relative, cf. section 4.3.1.2) pour les différentes valeurs de pondération proposées
(de gauche 3 droite : aucune pondération en rouge, pondération avec variance de Dessimoz (7) pour k = {0; 1} en jaune et
vert respectivement, pondération (5) pour k = {0; 1} en cyan et bleu respectivement, pondération (6) pour k = 1 en violet)
et pour différentes entrées (matrices de distances (DNAdist), arbres FastME et PhyML). Les figures A et B correspondent
aux mémes jeux de données contenant chacun 800 simulations (cf. section 4.3.1.1), mais avec des séquences de 300 paires
de bases pour la figure A et de 1 000 paires de bases pour la figure B. Les précisions d’estimation de la pondération (6) pour
k = 0 sont toutes supérieures a 0,2 avec des séquences de 300 paires de bases et a 0,1 avec des séquences de 1 000 paires
de bases. Enfin, aucune différence notable n’existe pour différentes valeurs de k oscillant entre 0,5 et 2.
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0,01 .
0 0
DNAdist  FastME PhyML DNAdist FastME PhyML
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Une méthode simple et efficace qui permet de construire les coefficients de chaque morceau de
parabole, en s’abstenant de la connaissance de leur intervalle de validité, est d’utiliser des coeffi-
cients temporaires associés a chaque frontiére. Notons par (ay, by, ¢;,) les coefficients du morceau
de parabole m,(w) = a,w? + byw + ¢, défini entre les frontiéres f, et fy+1 (fu < fu+1). Chaque

frontiere f,, correspond a la borne inférieure de l'intervalle de définition du morceau m, et a la



102 Evolution du VIH : méthodes, modeles et algorithmes

borne supérieure de l'intervalle de définition du morceau m,,_4. Elle contient les coefficients tempo-
raires (ay, by, ¢;,) qui permettent de connaitre les coefficients (ay, by, ¢;,) du morceau de parabole

m,, en les sommant aux coefficients (a,_4, b,_1, Cy;—1) du morceau de parabole m,,_,, c’est-a-dire
! A !
(8) (aw, by, i) = (@y_1,by—1,cu—1) + (ay, by, c).

Concevoir de tels coefficients temporaires est chose aisée. En effet, les frontieres associées a un tri-
plet, ainsi que les coefficients des morceaux de parabole entre ces frontieres, sont facilement calcu-
lables et constituent la base pour concevoir les coefficients temporaires. Imaginons que pour un tri-
plet i, j et k de € nous avons deux frontieres positives fi}, et fi#, fo < fijk < fi avec fo = 0.
Ajoutons aux coefficients temporaires de f, les coefficients du morceau propre a i, j et k passant par
fo (ici défini sur ]—00; fi}k]) et retranchons-les aux coefficients temporaires de fl}k Ensuite, ajoutons
aux coefficients temporaires de fi}-k les coefficients du morceau propre a i, j et k défini entre
[fiji fi3x ], puis apres avoir retranché ces derniers aux coefficients temporaires de f;%, ajoutons-leur
les coefficients du morceau de parabole défini entre [fl?k; +00[. En procédant de méme pour tous les
triplets, les coefficients associés a chaque frontiére ont la propriété de I'équation (8) et sont calculés

itérativement en parcourant I’'ensemble des triplets.

Comme le taux de substitution est supposé étre positif ou nul (hypothése biologique évidente), la
définition du critére sur R_ est inutile. Aussi, les frontieéres négatives ne sont pas considérées. Ce-
pendant, chaque triplet a une influence non négligeable sur la partie positive (R, ) du critere, méme
si toutes ses frontiéres sont négatives (sauf, bien sir, dans le cas d’'une constante ; l'influence est
alors identique en tout point de R et peut étre négligée). Dans ce dernier cas, le triplet est unique-
ment considéré s’il a au moins une solution positive, et cela méme si toutes ses frontieres sont néga-
tives. Les triplets n’ayant pas de solution(s) positive(s) ne sont jamais considérés (cf. section 4.2.1).
Ainsi, fo =0 est considéré comme la premiére frontiére de chaque triplet. Elle contient donc
I'information de tous les morceaux de parabole considérés. De ce fait, les coefficients temporaires
(ag, by, c}) associés a cette frontiére correspondent aux vrais coefficients (ag, by, cy) associés au
premier morceau de parabole m,. Donc, les coefficients du morceau m,, défini sur l'intervalle

[fu; fu+1], s’expriment par la relation

u
(aul bu; Cu) = Z (a;(, bl’(l C]’()l
k=0

ou (ay, by, cx,) représentent les coefficients temporaires associés a la frontiere fi, k = {0, -+, u}.
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Il convient de noter que, lors d’un cas particulier ou le critére associé a un triplet a deux solutions,
une positive et I'autre négative (Figure 29B), le morceau de parabole défini sur R, qui correspond a
la solution négative (s’il y en a un) n’est pas considéré (puisqu’il biaisera I’estimation du taux de subs-
titution vers zéro) et que, dans ce cas, le morceau de parabole associé a la solution positive débutera

a zéro et non au point frontiere.

4.2.4.2 Parcours de chaque morceau du critére et estimation des minima locaux

Pour calculer le minimum global du critére, nous devons estimer le minimum de chacun de ses
morceaux et vérifier s'il correspond a un minimum a considérer, c'est-a-dire si le minimum du mor-
ceau est compris dans l'intervalle de définition de celui-ci. Dans la section précédente, nous décri-
vons la maniére de calculer les coefficients temporaires stockés dans chaque frontiere. Imaginons
gue nous disposons d’un tableau contenant ces frontieres de facon unique et par ordre croissant
(cela fera I'objet de la section suivante). Pour déterminer le minimum global du critére nous devons
parcourir chaque morceau de celui-ci. Comme les frontiéres négatives ne sont pas considérées, la
premiére dans ce tableau est donc f; = 0 et c’est celle dont les coefficients temporaires (ag, by, ¢))
représentent les vrais coefficients (ag, by, cy) associés au premier morceau de parabole my,.
L’abscisse du minium de m, est donc wy = —by/(2ay). Si fo < wy < f1, ce minimum est a considé-
rer comme un minimum local, sinon il est ignoré. Les coefficients du morceau m, s’obtiennent en
0(1) en ajoutant aux coefficients (ag, by, cy) les coefficients temporaires associés a la frontiére f;.
Puis, on calcule le minimum, vérifie s’il constitue un minimum local, et on passe a m,. Et ainsi de
suite. En parcourant de cette maniére le tableau, I’équation numérique de chaque morceau m,, du
critére est déductible facilement et son minimum w, = —b,/2a, est local si, et seulement si,
fu < wy < fus1- Chaque frontiere nécessite un calcul en 0(1), si bien que la complexité en temps (il
faut parcourir I'ensemble des triplets) et en espace (il faut stocker les frontiéres ; cf. ci-apres) est en

0(n3).

4.2.4.3 Structure de données associée aux frontiéres
Pour N souches, il y a au plus C3 combinaisons sans répétitions de trois souches parmi n et
comme chaque triplet peut avoir au plus deux frontiéres (impossible d’obtenir trois points frontieres,

au moins un des points est solution), il y a au plus

nn—1)n-2)
3

2XC3 =

frontiéres a conserver en mémoire. Avec n = 200, nous avons 7 880 400 frontieres et en considérant
le fait que nous devons au moins avoir quatre nombres réels associés a chaque frontiére (un pour

représenter la frontiére et trois pour les coefficients temporaires), nous utilisons au plus environ 640
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mégabits de mémoire (sachant qu’un nombre réel est codé sur 64 bits) et cela dépasse les gigabits
pour n = 300. Bien entendu, cette estimation du nombre de frontiéres est beaucoup plus impor-
tante qu’en pratique. En effet, une méme frontiére peut appartenir a plusieurs triplets et les duplica-
ta ne sont pas conservés. De plus, nous estimons beaucoup plus de combinaisons de triplets qu’il y
en a en réalité, car considérer trois souches échantillonnées a une méme date est inutile (il ne donne
aucune information sur le taux de substitution puisque le critére résultant de ce triplet est constant ;
en outre il n’a aucun point frontiere), et tous les triplets n’ont pas forcément deux points frontiéres

positifs. Malgré cela, le nombre de frontieres reste tout de méme important.

Pour stocker les frontieres en mémoire, nous devons donc choisir une structure de données dy-
namique. Cette structure doit permettre de rechercher un élément (pour ne pas avoir deux fois le
méme) le plus rapidement possible et d'en insérer un nouveau (lorsqu’il n’est pas encore présent
dans I'arbre) tout en conservant |'ordre établi sur la structure. La structure de données des arbres
AVL (Adelson-Velskii & Landis, 1962) a I'avantage d’étre rapide en termes de recherche et d’ajout
d’un élément et conserve la propriété d’ordonnancement établie sur les éléments déja lus (lors de
I'ajout). Ce sont des arbres binaires de recherche dont la différence de hauteur entre le sous-arbre
droit et le sous-arbre gauche d’un nceud n’excéde pas un. L’ajout et la suppression d’'un nceud de
I'arbre nécessitent éventuellement une étape de rééquilibrage afin de conserver les propriétés spéci-
fiques de cette structure. Le temps de calcul nécessaire pour accomplir ces deux taches (ajout et
recherche d’un élément) est en O(logk), ol k est le nombre de nceuds existant dans I'arbre. En-
suite, un simple parcours infixe permet d’obtenir une liste triée des frontiéres. La complexité en

temps est donc en O(n3logn), ol n est le nombre de séquences.

La seule utilisation de cette structure de données n’est pas suffisante a I'obtention d’'une bonne
vitesse d’exécution, mais surtout elle n’influe pas sur la taille de la mémoire nécessaire au pro-
gramme. En utilisant un algorithme simple d’épaississement des frontieres (c.-a-d. que deux fron-
tieres f; et fj sont considérées comme identiques si |ﬁ- —fj| < k, avec k variable), le nombre de
frontieres retenues peut considérablement diminuer. Toutefois, le seuil d’acceptabilité de k dépend
de la grandeur du taux de substitution a estimer et lorsqu’il est inconnu, une estimation au préalable
de celui-ci est alors nécessaire. Nous préférons donc une autre alternative qui permet de gagner en
plus du temps de calcul : le tirage aléatoire de triplets. Pour cela, nous fixons un seuil s = 10> au-
dela duquel les triplets considérés sont obtenus par tirage aléatoire sur I'ensemble des triplets. Si le
nombre « théorique » de triplets (obtenue par une fonction qui prend en considération le nombre de
souches et le nombre de souches par date d’échantillonnage) est inférieur a ce seuil, alors tous les

triplets sont utilisés. Dans le cas contraire seuls 10° triplets, choisis aléatoirement, sont considérés.
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Non seulement ce principe permet de gagner considérablement de I'espace mémoire, mais il permet
aussi d’avoir un gain, non négligeable, en temps de calcul puisque la méthode ne dépend plus du
nombre de triplets (a partir d’un certain seuil), elle est bornée. La Figure 32 montre, sur un jeu de
données de 200 simulations comprenant chacun 550 taxa, qu’il n’y a aucune différence (ou une diffé-
rence négligeable) entre la précision d’estimation de la version considérant tous les triplets (sans
choix aléatoire), soit environ 5 x 10° triplets, et celle utilisant le tirage aléatoire, donc 10° triplets,
c’est-a-dire seulement 2% de la totalité des triplets possibles.

Figure 32. Performance en précision d’estimation avec ou sans choix aléatoire de triplets.

Ces graphiques indiquent en ordonnée la précision d’estimation (plus les valeurs sont petites, meilleures sont les estima-
tions ; fonction déviation relative, cf. section 4.3.1.2) d’ULS sans ou avec choix aléatoire de triplets (en rouge et vert respec-
tivement) pour différentes entrées (matrices de distances (DNAdist), arbres FastME et PhyML) et différentes longueurs

d’alignement (300 et 1000 sites). Les 200 simulations de ce jeu de données contiennent chacun 550 taxa (cf. section
4.3.1.1).
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4.2.5 Description de I'algorithme

L'algorithme ULS permet d’estimer le taux de substitution relatif aux séquences hétérochrones
dont la matrice de distances D est donnée en entrée (Figure 33). Le nombre n de séquences ainsi
gu’un vecteur T contenant les intervalles de temps, exprimés en unité de temps, de chaque sé-
guence entre leur date d’échantillonnage et la date d’échantillonnage la plus récente, sont aussi
donnés en entrée. Cet algorithme renvoie un nombre qui correspond au taux de substitution w, ex-

primé en substitutions par site et par unité de temps, a estimer.

Cet algorithme fonctionne en deux étapes. La premiére (lignes 2 a 11) parcourt I'ensemble des
triplets et construit progressivement I'arbre AVL contenant les frontieres et leurs coefficients tempo-

raires (en O0(n3logn)). Il existe deux maniéres différentes de parcourir les triplets, soit en utilisant le
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principe du tirage aléatoire (lignes 3 a 6), soit en parcourant la totalité des triplets (lignes 8 a 10). Le
choix de considérer I'une ou I'autre maniere est déterminé a la ligne 2. La deuxiéme étape (lignes 15
a 21) balaie 'ensemble ordonné des frontiéres pour rechercher le minimum global du critére (en
0(n?)). Lorsque tous les morceaux ont été parcourus et que le minimum global, correspondant alors
a l'estimation du taux de substitution, est trouvé, I'algorithme le renvoie (ligne 22). La complexité
algorithme est donc en 0(n3log n), mais elle est bornée a partir d’un certain seuil de n.

Figure 33. Description de I'algorithme Ultrametric Least Squares.

Cet algorithme estime le taux de substitution w a partir d’'une matrice de distances D de taille n et de T un vecteur conte-
nant pour chaque taxon i 'intervalle T; = ty — t;.

Entrée : D une matrice de distances, T un vecteur temps, n le nombre de taxa
1. r «— Créer un noeud AVL et l'initialiser avec la frontiere f; = 0 et les coefficients temporaires
(a,b,¢) =(0,0,0);

2. si nombreTriplet(n, T) > 10° alors

3. répéter

4, Choisir un triplet au hasard ;

5. Ajouter ou rechercher dans r les frontiéres du triplet et actualiser leurs coef-
ficients temporaires ;

6. jusqu’a 10° fois

7. sinon

8. pour chaque triplet faire

9. Ajouter ou rechercher dans r les frontiéres du triplet et actualiser leurs coef-
ficients temporaires ;

10. fin pour

11. fin si

12. t «— Lister les nceuds de r a I'aide d’un parcours infixe ;

13.  (w,q) < (0,t[0].c);
14. (a,b,c) — (0,0,0);

15. pour chaque élément de t faire

16. Mettre a jour les coefficients (a, b, ¢) ;

17. Calculer les coordonnées(wy, o) du minimum ;
18. si il est a considérer et gy < g alors

19. (,q) — (wo,90) ;

20. fin si

21. fin pour

22. retourner w ;

4.2.6 Utilisation de la méthode dans le cas de taux variant par inter-

valle de temps
ULS peut facilement s’adapter a I'estimation de k taux de substitution w4, ***, Wy dans le cadre du
modele MRDT (Drummond et al, 2001), c’est-a-dire avec un taux de substitution par intervalle de

temps entre deux dates d’échantillonnage consécutives. Soient deux souches i et j, échantillonnées
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aux temps t; et t;, alors §;; (w1, **+, wg) (qui voit i et j comme contemporains) s'exprime par la rela-

tion

i J
(9) 6ij(w1"":wk) = dij + Z wm(tm - tm—l) + Z wm(tm - tm—l)-
m=1 m=1

Il est impossible d’estimer simultanément ces k taux de substitution avec I'algorithme ULS. Pour es-
timer ces k taux de substitution, nous en supposons k — 1 fixes et estimons le dernier taux, puis ité-
rons le processus jusqu’a convergence. Dans ce cas, I'équation (9) est uniquement dépendante d'un
seul taux de substitution et peut étre exprimée comme a I'équation (1). L’algorithme ULS peut alors

étre utilisé pour estimer le taux de substitution non fixé.

Ce procédé nécessite d’abord d'initialiser les k taux de substitution, par exemple avec la valeur
obtenue par ULS dans le cadre du modele SRDT (ou un seul taux de substitution est supposé). En-
suite, les taux de substitution sont fixés, hormis le uéme, et la matrice de distances et le vecteur temps

sont modifiés en conséquence, c’est-a-dire que pour chaque distance d;; la mesure

i

Z Om (tm — tm—1) + Z]: Om (tm — tim—1)

m=1m+u m=1m=u

y est ajoutée et les intervalles de temps sont modifiés en retranchant les mesures

et

a T; et a T; respectivement. Deés lors, nous sommes dans le contexte du modele SRDT et pouvons

estimer le u®™ taux de substitution. Cette procédure est ensuite itérée pour le u + 1°™ taux de
substitution et, ainsi de suite, jusqu’au k*™. Lorsque les k taux de substitution sont estimés et si au
moins un est modifié significativement, alors la procédure est de nouveau itérée, mais en conservant
cette fois-ci les dernieres estimations des k taux de substitution comme valeurs initiales, et cela jus-

gu’a stabilisation des valeurs.
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Ce procédé est facilement adaptable au modéle MRDTa, c’est-a-dire le modele ou I'utilisateur
choisit lui-méme les intervalles de temps pour lesquels il souhaite connaitre un taux de substitution.
Ces intervalles ne sont pas forcément en adéquation avec les dates de collecte, mais compris entre la
date d’échantillonnage la plus ancienne et la plus récente. Toutefois, il ne peut y avoir plus
d’intervalles de temps qu’en a le modele MRDT sur le méme jeu de donnée. En effet, il faut au moins
avoir une souche par intervalle de temps pour que le taux de substitution correspondant puisse étre
estimé. Donc, le nombre maximum d’intervalles de temps est donné par le nombre de dates
d’échantillonnage différentes moins une (une date est utilisée comme référence) (Drummond et al,
2001). Dans le cas contraire, il y a forcément un intervalle de temps qui ne contient pas de souches et

le taux de substitution correspondant ne peut étre estimé.

4.2.7 Utilisation de la méthode dans le cas de taux variant par lignage
Le modele par lignage (horloges moléculaires locales) permet d’estimer un taux de substitution

par lignage (ou sous-arbre). La donnée comprend un arbre (non nécessairement enraciné) et les

sous-arbres ou le taux de substitution est différent du taux global affecté au reste de I'arbre (Figure

34). Ce modele peut, par exemple, étre utilisé lorsque I'on considéere plusieurs sous-types du VIH-1

dans une méme phylogénie, on peut alors affecter a chaque sous-type un taux de substitution diffé-

rent.

Figure 34. Schéma représentant le modéle par lignage.

Ce modele prend en considération le fait qu’un ou des sous-arbres peuvent évoluer a des vitesses différentes de celle de la

phylogénie globale, c’est-a-dire en considérant des horloges moléculaires locales. Dans cet exemple, il y a trois taux de
substitution, un global (en noir) et deux locaux (en bleu et rouge).

Soit un arbre binaire A. L’'ensemble de ses noeuds est noté V et I'ensemble de ses feuilles F c V.
On pose |F| = n. Soit maintenant d:VxV - R, une mesure de distance telle que, pour tout i, j de

V, d(i,j) = d;; renvoie la longueur du chemin reliant i avec j et soit P;; I'ensemble contenant la
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suite de nceuds consécutifs de ce chemin. Le premier nceud dans la suite P;; est i et le dernier j.
Supposons maintenant que chaque aréte est associée a un taux de substitution. Le taux de substitu-
tion correspondant a I'aréte ayant u et v comme sommets est noté w,,,, et m = 2n — 3 correspond

au nombre d’arétes.

La distance corrigée §;;, exprimée ici en unité de temps, entre deux feuilles i et j vues comme

jr

contemporaines, vaut

d

- :
dem, Rt D)

Procédons maintenant d’une maniéere analogue a celle du modele MRDT. Soit ¢ le nombre de taux de
substitution a estimer. Au préalable, on initialise les ¢ taux de substitution avec la valeur retournée
par I'algorithme ULS, en considérant le modéle SRDT. Puis, fixons ¢ — 1 taux de substitution et ima-
gions que I'on souhaite estimer le taux de substitution w,. Soit maintenant, V. = {(u, v) € V?|wy, =

w.} 'ensemble d’arétes correspondant au taux de substitution w, a estimer. Ainsi,
! — —
8ij = wcbij = weAij + pyj
avec

‘zk(k+1)

w
kePyj,(k,(k+1))ev, Je(k+1)

et

Uij = Z Ai(k+1)-
kePyj,(k,(k+1))eV,
Les termes 4;; et u;; sont indépendants de w,. Ainsi, 6{]- a la méme forme que I'équation (1) et nous
pouvons y appliquer le critére Q afin d’estimer le taux de substitution w,. L’algorithme ULS peut

donc étre appliqué, et on itére ce processus jusqu’a convergence des c taux de substitution.

4.2.8 Mise en ceuvre

L'algorithme ULS est implémenté en langage C et présente une interface similaire a celle des logi-
ciels de la suite PHYLIP (Felsenstein, 1993). Ce logiciel permet d’estimer le taux de substitution a par-
tir d’'une matrice de distances ou d’un arbre (raciné ou non) dont on extrait les distances patristiques.
Il permet aussi d’estimer la date de I'ancétre commun aux taxa (a I'aide d’'un arbre UPGMA calculé

d’apres la matrice de distances corrigées) et propose |’enracinement d’un arbre avec la méthode de
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minimisation de la variance spécifiquement adaptée aux arbres avec feuilles hétérochrones. Les
adaptations d’ULS aux modeles MRDT, MRDTa et lighage sont aussi disponibles mais nécessiteraient

d’étre testées avec soin.

4.3 Confrontation aux autres méthodes de distances et a

celle de référence (BEAST)

Nous avons confronté, sur données simulées, ULS aux autres méthodes de distances qui permet-
tent d’estimer le taux de substitution sous les hypothéses du modeéle SRDT (horloge moléculaire
stricte et feuilles hétérochrones), a savoir Pairwise-Distance, Root-to-Tip, sUPGMA et TREBLE, ainsi
gu’a la méthode probabiliste de référence BEAST (cf. Chapitre 2). Dans un second temps, ULS est
appliquée sur deux jeux de données du sous-type C du virus de I'immunodéficience humaine de type

1 (VIH-1C).

4.3.1 Confrontation sur jeux de données simulées

A notre connaissance, il n’existe qu’un seul générateur d’arbres qui émette les hypothéses du
modele SRDT : Serial SimCoal (Anderson et al, 2005). Cependant, il génére des arbres sous le modeéle
du coalescent (Kingman, 1982), basé sur la génétique des populations, et est une approche différente
au modele phylogénétique classique qui est celui supposé par ULS. Nous avons donc généré nos
propres jeux de données simulées, en adaptant le modele de Yule (Yule, 1925), étendu par Raup et

al. (1973) en y incluant un taux de mort constant, aux hypothéeses du modele SRDT.

4.3.1.1 Construction des jeux de données simulées

Le processus stochastique utilisé pour générer les jeux de données simulées démarre d’un indivi-
du. Puis, chaque individu vivant a autant de chance de donner naissance a un nouvel individu, jusqu’a
en obtenir n. Dés que les n individus sont obtenus, m < n individus sont choisis aléatoirement et
disparaissent du processus (ils sont morts). Parmi ces individus morts, N < m sont sélectionnés aléa-
toirement et sont considérés comme échantillonnés au temps t;_;. Puis ce processus est recom-
mencé avec les n — m individus vivants jusqu’a en obtenir de nouveau n. Et ceci encore k — 1 fois,
jusqu’au temps d’échantillonnage t;. Ainsi, le sous-arbre contenant toutes les feuilles échantillon-
nées correspond a I'arbre souhaité. Ce processus est a I'opposé de celui du coalescent ou I'on dé-
marre avec n individus pour ne terminer qu’avec un seul individu (Steel & McKenzie, 2001), aussi
appelé modele de Hey (Hey, 1992). L’algorithme GenTree permet de générer un arbre avec le prin-
cipe décrit ci-dessus et de telle sorte qu’il se passe a années entre deux dates d’échantillonnage

(Figure 35).



Chapitre 4 111

Classiquement, sous le modele de Yule, la probabilité qu’un événement de spéciation survienne
dans une lignée a l'instant t suit une loi exponentielle de paramétre A, ou A représente le nombre
moyen d’évenements de spéciation qui se produisent dans une lignée par unité de temps (Mooers et
al, 2007), et de moyenne 1/A. Si k lignées sont présentes a un moment donné, alors l'instant t jus-
qu’au prochain événement de spéciation suit aussi une loi exponentielle mais d’espérance 1/(kA)
(Steel & Mooers, 2009). Afin de simplifier cette hypothése, nous supposons que I'espérance de la loi
exponentielle fournit le temps jusqu’au prochain événement de spéciation, soit 1/k lorsque k li-
gnées sont présentes, en posant A = 1. Ceci permet d’avoir des arbres dont les intervalles de temps

sont identiques et non stochastiques.

Figure 35. Description de I'algorithme GenTree.
Cet algorithme génere un arbre sous les hypotheses du modele SRDT.

Entrée : m le nombre d’individus morts, n le nombre d’individus a chaque temps d’échantillonnage,
N le nombre d’individus échantillonnés a chaque temps d’échantillonnage, k le nombre de temps
d’échantillonnage, a le nombre d’années entre deux dates d’échantillonnage et w la valeur du taux
de substitution souhaité.

1. Créer une feuille et la stocker dans un tableau T ;

2. x—1;

3. C— Z?:n—m+1% ,

4, répéter

5. répéter

6. Choisir aléatoirement une feuille f dans T ;

7. Créer deux nouvelles feuilles qui sont les fils gauche (g) et droit (d) de f ;

8. Supprimer f du tableau et y ajouter g et d ;

9. x—x+1;

10. pour toutes les longueurs de branche [ des feuilles de T faire

11. l—Il+aw/(Cx);

12. fin pour

13. jusquU'ax =n

14. Choisir aléatoirement N feuilles que I'on marque et que I'on supprime du tableau T ;

15. Choisir aléatoirement m — N feuilles que I'on supprime du tableau ;

16. X—Xx—m;

17. jusqu’a k fois

18. pour chaque feuille i marquée faire

19. Affecter le temps d’échantillonnage d;/w, ou d; est la distance séparant la feuille i
de laracine;

20. fin pour

21. R <« Extraire le sous-arbre contenant toutes les feuilles marquées ;

22. retourner R ;

Nous voulions que les parameétres utilisés pour générer les jeux de données refletent au mieux la
topologie des phylogénies intra- et inter-h6tes du VIH. Pour cela, nous avons respectivement utilisé

un taux de mort a 995 et 750 sur 1 000 taxa a chaque temps d’échantillonnage (m = {995,750},
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n = 1000). Pour chagque taux de mort, quatre jeux de données, contenant chacun 100 arbres, sont
générés. Les deux premiers contiennent 3 temps d’échantillonnage chacun séparé de 10 ans (k = 3
et a = 10), avec respectivement 25 et 100 feuilles collectées a chaque date (N = {25,100}). Les
deux derniers contiennent 11 temps d’échantillonnage chacun séparé de 2 ans (k = 11 et a = 2),
avec respectivement 10 et 50 feuilles collectées & chaque date (N = {10,50}). Ces quatre jeux de
données veulent représenter le suivi de I'infection au VIH pour un individu (m = 995) ou une popu-
lation (m = 750) sur 20 ans, avec un échantillonnage de la population virale tous les 10 ans ou tous
les 2 ans. Le taux de substitution attribué a chaque jeu de données est de 6 x 1073 substitutions par
site et par année. Il correspond approximativement a celui obtenu par Bello et al. (2008) sur la région
env du génome (5,8 X 10~3 dans leur étude pour une estimation avec une horloge moléculaire
stricte). Ainsi, nous avons huit collections d’une centaine d’arbres générés sous le modele SRDT et
reflétant I’évolution intra- et inter-hote du VIH, avec un taux de substitution de 6 X 1073 substitu-
tions par site et par année. La Figure 36 montre quatre exemples de topologies extraites de ces jeux

de données simulées.

Ces arbres servent ensuite de guide a SeqGen (Rambaut & Grassly, 1997) pour générer les ali-
gnements correspondants (un de 1 000 sites et I'autre de 300 sites) sous le modéle d’évolution F84
(Felsenstein, 1984; Kishino & Hasegawa, 1989), similaire au modéle d’évolution HKY85 (Hasegawa et
al, 1985), avec une loi gamma de parametre 1 a 8 catégories de taux et un taux de transi-
tion/transversion (Ts/Tv) a 2,5. Les fréquences des nucléotides sont respectivement de 0,35, 0,2, 0,2
et 0,25 pour les bases A, C, G et T. Ces parameétres correspondent approximativement a ceux obtenus
sur env pour des virus appartenant au groupe M du VIH-1 (Posada & Crandall, 2001), groupe respon-
sable de la pandémie mondiale. Ces 16 jeux de données (8 de longueurs 300 sites et 8 de longueurs
1 000 sites) servent de base pour nos analyses comparatives. Comme les formats d’entrée des diffé-
rentes méthodes varient (alignements, matrices de distances, arbres), nous avons généré les ma-
trices de distances correspondantes avec DNAdist v3.69 du package PHYLIP (Felsenstein, 1989). Le
modele d’évolution utilisé et les paramétres sont choisis en concordance avec ceux utilisés pour gé-
nérer les alignements. A partir des matrices de distances, des arbres FastME v2.07 (Desper & Gas-
cuel, 2002) sont calculés en utilisant I'option SPR pour parcourir I'espace des arbres. Thu Hien TO a
généré les arbres calculés avec PhyML v3.0 (Guindon et al, 2010; Guindon & Gascuel, 2003) sous le
modeéle F84 et en laissant PhyML optimiser les paramétres. A nouveau 'option SPR est choisie pour
parcourir I'espace des arbres. Les arbres ainsi obtenus sont aussi convertis en matrices de distances

patristiques pour les méthodes prenant celles-ci en entrée.

Les méthodes de distances utilisées pour ces tests sont de notre propre implémentation. Toute-

fois, quand cela a été possible, nous avons vérifié les résultats obtenus par nos implémentations
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contre celles des auteurs sur quelques jeux de données. L’algorithme Root-to-tip utilisé ici est celui
implémenté dans la version 1.3 de Path-O-Gen, c’est-a-dire celui de la minimisation des résidus (cf.
Chapitre 2). L'implémentation de TREBLE est une adaptation en C de celle disponible a I’adresse
http://jacobian.wikidot.com/software (programmée pour R). Cette version correspond a celle pu-
bliée mais ou le parametre a est mis a 0 (selon l'auteur, lors d’une conversation par courriel ; cf.
Chapitre 2). La valeur de pondération d’ULS correspond a celle de I'équation (6) pour k = 1. Pour
BEAST v1.6.2, le modele d’évolution choisi est HKY85 et le modéle démographique est Constant Size
avec une horloge moléculaire stricte. La prior pour le parametre clock.rate est une loi uniforme entre
0 et 1. La longueur de la chaine de Markov par technique de Monte Carlo (MCMC) est de 5 x 10°
générations avec un échantillonnage toutes les 5 x 103 générations.

Figure 36. Exemples de topologies d’arbre simulé.

Quatre exemples de topologies d’arbre extrait de nos jeux de données. Les arbres A et C (topologie approximant une phylo-
génie du VIH inter-hote) proviennent des jeux de données ayant 750 morts (sur 1 000 taxa) par date d’échantillonnage et
les arbres B et D (topologie approximant une phylogénie du VIH intra-héte) des jeux de données ayant 995 morts par date

d’échantillonnage. Les arbres A et B ont chacun 3 temps d’échantillonnage avec 25 feuilles par date d’échantillonnage et les
arbres C et D ont chacun 11 dates d’échantillonnage avec 10 feuilles par date d’échantillonnage.

_— ==
e =
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4.3.1.2 Performance en précision d’estimation
Connaissant, pour chaque jeu de données, le taux de substitution théorique w (6 X 10~3 substitu-
tions par site et par année), il est alors facile de mesurer la performance des méthodes en comparant

les taux estimés Q = {@y, k = 1,---,100} a w. Ainsi, nous définissons les fonctions déviation relative

1 1 100
10 I e S 02
(10) D(@,0) == | = kzl(wk ®)

et biais relatif

100
(11) B(w,Q) = — [ — 2 &
w,Q) =—|— Oy | —w |
w \ 100 k
k=1
La fonction (10) mesure la performance moyenne des méthodes. Plus les valeurs de cette fonction
sont petites, plus les estimations des taux de substitution sont proches de la valeur théorique. Ainsi,
la méthode parfaite, celle qui estime a chaque fois le bon taux de substitution, a zéro comme valeur
de déviation relative. La fonction (11) mesure une autre information, la tendance moyenne a sur- ou
sous-estimer le taux de substitution réel. Si sa valeur est négative alors les estimations du taux de
substitution sont majoritairement sous-estimées, tandis que si elle est positive, les estimations sont

majoritairement surestimées.

La Figure 37 montre pour chaque jeu de données et pour chaque entrée possible (matrices de dis-
tances (DNAdist), arbres FastME et PhyML) la performance en précision d’estimation (déviation rela-
tive) des méthodes de distances testées (SUPGMA en bleu, TREBLE en orange, Root-to-tip en vert et
ULS en rouge). Les performances de la méthode Pairwise-Distance sont aussi mesurées, mais elles
sont trop faibles pour étre représentées. En effet, pour les jeux de données avec 750 morts (inter-
hote) les valeurs de déviation relative sont toujours supérieures a 0,9 et pour les jeux de données

avec 995 morts (intra-hote) elles sont toujours supérieures a 0,24.

Comme attendu, les performances en précision d’estimation augmentent lorsque les séquences
contiennent plus d’information, c’est-a-dire plus de nucléotides. Pour les jeux de données intra-
hotes, la méthode ULS est la plus performante, parfois égalée par la régression linéaire Root-to-tip, et
cela quelle que soit la longueur des séquences ou le format d’entrée (arbres ou matrices de dis-
tances). La question est autre sur les jeux de données inter-h6te. En considérant 11 temps
d’échantillonnage, la performance en précision d’estimation d’ULS semble a chaque fois égaler la

meilleure des autres méthodes, hormis sur le graphique B avec 10 feuilles par temps
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d’échantillonnage ou elle est la plus performante. En revanche, avec les jeux de données contenant 3
dates d’échantillonnage, la performance d’ULS est souvent égalée, voire dépassée par d’autres mé-
thodes, comme sur le graphique A. Or, dans ce dernier cas, la distance paire a paire moyenne avoi-
sine les 0,6 substitutions par site, tandis que sur les autres jeux de données elle avoisine les 0,2 subs-
titutions par site, sauf sur les jeux de données intra-héte avec 11 temps d’échantillonnage ou elle
avoisine les 0,1 substitutions par site. Cela suggere que la méthode ULS reste dépendante de la préci-
sion d’estimation des distances (elles deviennent meilleures au fur et a mesure que la longueur des
séquences augmentes ou que les distances sont petites). D’ailleurs, les précisions d’estimation de la
méthode TREBLE semblent aussi fluctuer en fonction de cette observation (elles deviennent de plus
en plus précises au fur et a mesure que la distance paire a paire moyenne augmente, a l'inverse de ce
qgue I'on attend). Remarquons que ce défaut est corrigé avec les arbres FastME et semble inexistant
avec les arbres PhyML.

Figure 37. Performance en précision d’estimation des différentes méthodes de distances (fonction déviation relative).
Graphiques montrant les valeurs de la fonction déviation relative en ordonnée pour chaque méthode de distances (sUPG-
MA en bleu, TREBLE en orange, Root-to-tip en vert et ULS en rouge) et pour chacun des 8 jeux de données simulées. Les
graphiques A, C et E sont obtenus sur I'alignement de 300 sites et les graphiques B, D et F sur celui de 1 000 sites. Les résul-
tats des graphiques A et B sont obtenus a partir de matrices de distances (DNAdist), les graphiques C et D a partir des arbres
FastME et les graphiques E et F a partir des arbres PhyML. La méthode Pairwise-Distance n’est pas reportée dans les gra-

phiques a cause de valeurs tres différentes. En effet, quelle que soit I'entrée, les valeurs de la déviation relative en inter-
héte (750 morts) sont toujours supérieures a 0,9 et en intra-hote (995 morts) toujours supérieures a 0,24.
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Afin de déterminer quelle méthode est, dans I'absolu, la plus performante, leur précision
d’estimation (déviation relative) est calculée sur les 800 simulations pour chaque longueur de sé-
qguences (300 et 1 000 paires de bases) et pour chaque entrée (matrices de distances (DNAdist),
arbres FastME et PhyML) (Figure 38). Les intervalles de confiance a 95% sont précisés au sommet de
chaque barre. Contre sUPGMA et TREBLE, la méthode ULS est toujours la plus performante, sauf
pour des séquences de 300 paires de bases et avec des matrices de distances ou l'intervalle de con-
fiance recouvre celui de sSUPGMA. Dans ce cas, la perte en précision d’estimation provient des deux
jeux de données inter-hotes avec 3 dates d’échantillonnage (cf. paragraphe précédent). Autrement,
la méthode ULS est toujours, en moyenne, plus performante que la méthode Root-to-tip, mais nous
ne pouvons affirmer que la précision d’estimation d’ULS est significativement meilleure que celle de
Root-to-tip, étant donné que les intervalles de confiances a 95% sont systématiquement recouvrants.
En revanche, un test du signe qui prend en considération le fait que les échantillons comparés pro-
viennent de la méme population (ce qui n’est pas pris en compte en comparant les intervalles de
confiance), indique qu’ULS est significativement meilleure que la régression linéaire Root-to-tip avec
les arbres FastME (p < 0,01 ; 445 contre 355 [resp. 485 contre 315] avec des séquences de 300
[1 000] paires de bases), mais rien ne peut étre affirmé avec les arbres PhyML (p = 0,15 [421 contre
379] et p = 0,07 [426 contre 374] pour 300 et 1 000 paires de bases respectivement). Sur ce gra-
phique, nous observons aussi que la précision d’estimation des méthodes (hormis TREBLE) est, en
moyenne, plus performante avec des arbres PhyML qu’avec des arbres FastME, bien que générale-
ment les intervalles de confiance soient recouvrants.

Figure 38. Performance en précision d’estimation (déviation relative) pour toutes simulations confondues.

Ces graphiques représentent la précision d’estimation (déviation relative) des différentes méthodes testées (de gauche a
droite : TREBLE en orange, sSUPGMA en bleu, ULS en rouge et Root-to-tip en vert) sur I'ensemble des 800 simulations et cela
pour chaque entrée (matrices de distances (DNAdist), arbres FastME et PhyML) et chaque longueur d’alignement (300 sites
pour le graphique A et 1 000 sites pour le graphique B). Les intervalles de confiance a 95% sont indiqués au sommet de

chaque barre. Les performances de la méthode Pairwise-Distance sont toujours supérieures a 0,70 et ne sont donc pas
représentées.
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Les précisions d’estimation de la méthode de distances ULS (en rouge) sont comparées avec celles
de la méthode probabiliste de référence BEAST (en mauve) (Figure 39). Ces comparaisons sont seu-

lement faites sur les petits jeux de données inter- et intra-hétes (3 et 11 dates d’échantillonnage avec
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respectivement 25 et 10 feuilles par date d’échantillonnage), en raison du temps de calcul prohibitif
nécessaire a BEAST sur les grands jeux de données. Les précisions d’estimation d’ULS sont toujours,
en moyenne, plus performantes que celles de BEAST (en particulier sur les jeux de données intra-
hotes), exception faite sur un jeu de donnée (graphique A, 10x11). Mais dans ce dernier cas, et dans
d’autres (surtout en inter-héte), la différence de précision n’est pas significative puisque les inter-
valles de confiance sont recouvrants. Donc ULS est au pire équivalent a BEAST. La perte en précision
d’estimation de BEAST sur les jeux de données intra-hGte provient sans soute du fait que BEAST est
basé sur le modele du coalescent, en opposition avec ces jeux de données qui sont générés avec un
modele de spéciation, or il est impossible de choisir un tel modéle avec la version de BEAST utilisée.
Figure 39. Comparaison de la précision d’estimation entre BEAST et ULS.

Ces graphiques montrent les précisions d’estimation en ordonnée de la méthode de distances ULS (sur arbres PhyML ; en
rouge) et celles de la méthode probabiliste de référence BEAST (en mauve). Seuls les petits jeux de données inter-héte (750
morts) et intra-hdte (995 morts) sont utilisés, a savoir ceux avec 25 feuilles par date d’échantillonnage et 3 dates (25x3) et

ceux avec 10 feuilles par date d’échantillonnage et 11 dates (10x11), avec des séquences de 300 (graphique A) et 1 000
(graphique B) paires de bases. Les intervalles de confiance a 95% sont indiqués au sommet de chaque barre.
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Les tendances des méthodes de distances (sSUPGMA en bleu, TREBLE en orange, Root-to-tip en
vert et ULS en rouge) a sur- (biais relatif positif) ou sous-estimer (biais relatif négatif) le taux de subs-
titution sur les différents jeux de données sont présentées a la Figure 40. Le biais de la méthode
Pairwise-Distance n’est pas présenté puisqu’il est toujours inférieur a —0,9 sur les jeux de données
inter-h6te (750 morts) et toujours inférieur a —0,17 sur les jeux de données intra-hote (995 morts).
Comme on s’y attend, le biais est moins important lorsque les séquences ont 1 000 paires de bases.
La méthode TREBLE a tendance a sous-estimer le taux de substitution (excepté pour les deux pre-
miers cas du graphique A). Cela provient du fait qu’elle suppose initialement que le taux de substitu-
tion est zéro. Une correction a ce probléme est apportée par les auteurs par l'instauration d’un cri-
tere qui rejette successivement les outgroups invalides a I'aide d’un processus itératif, mais ce critere
n’est pas mis en ceuvre dans la derniere version (pour R) proposée par les auteurs. En ce qui con-
cerne les autres méthodes, il n’y a pas de tendance particuliére qui ressort (tant6t positif, tantot né-
gatif). Remarquons, tout de méme, qu’ULS semble sous-estimer le taux de substitution lorsque cette

méthode utilise des arbres en entrée et a le surestimer avec des matrices de distances. De plus, le
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biais d’ULS est plus important que celui des méthodes sUPGMA et Root-to-tip avec des arbres
PhyML. Ces derniéres méthodes, quant a elles, ont tendance a surestimer le taux de substitution sur
les arbres FastME, et sSUPGMA semble surestimer le taux de substitution avec des matrices de dis-

tances.

Figure 40. Biais dans les estimations des différentes méthodes de distances (fonction biais relatif).

Graphiques montrant les valeurs de la fonction biais relatif en ordonnée pour chaque méthode de distances (sSUPGMA en
bleu, TREBLE en orange, Root-to-tip en vert et ULS en rouge) et pour chacun des 8 jeux de données simulées. Les gra-
phiques A, C et E sont obtenus de I'alignement de 300 sites et les graphiques B, D et F de celui de 1 000 sites. Les résultats
des graphiques A et B sont obtenus a partir des matrices de distances (DNAdist), les graphiques C et D a partir des arbres
FastME et les graphiques E et F a partir des arbres PhyML. La méthode Pairwise-Distance n’est pas reportée dans les gra-
phigues a cause de valeurs tres différentes. En effet, quelle que soit I'entrée, les valeurs du biais relatif en inter-hote (750
morts) sont toujours inférieures a —0,9 et en intra-hote (995 morts) toujours inférieures a —0,17.
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En résumé, ces résultats, sur données simulées, suggérent qu’ULS est plus précise que les mé-
thodes de distances Pairwise-Distance, sSUPGMA et TREBLE. Elle est aussi plus précise que la régres-
sion linéaire Root-to-tip avec en entrée des arbres FastME ou sur des jeux de données inter-hotes,
tandis qu’elle est équivalente a cette derniere sur des jeux de données intra-hotes ou sur des arbres
PhyML. Elle est aussi plus précise que la méthode probabiliste BEAST sur des jeux de données intra-

hotes et au pire équivalente a cette derniere sur des jeux de données inter-hotes.

4.3.1.3 Performance en temps de calcul
Aprés avoir présenté la performance en précision d’estimation des différentes méthodes

d’estimation de taux de substitution, nous montrons dans le Tableau 3 la performance de ces mé-
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thodes (Pairwise-Distance, sSUPGMA, TREBLE, Root-to-tip, ULS avec ou sans choix aléatoire et BEAST)
en temps de calcul sur ’'ensemble des jeux de données simulées (soit 1 600 jeux de données). A titre
indicatif, nous présentons aussi les temps de calcul nécessaire aux outils d’inférence phylogénétique
(DNAdist, FastME et PhyML) dont dépendent les méthodes de distances. Les temps de calcul sont
donnés en minutes et lorsqu’ils dépassent le jour de calcul, ils sont donnés approximativement en
jours. Notons que le temps de calcul de BEAST est seulement donné pour une partie des jeux de
données simulées (ceux dont le nombre de feuilles dans I'arbre est inférieur ou égal a 110 alors que
certains jeux de données vont jusqu’a 550 feuilles).

Tableau 3. Performance en temps de calcul des différentes méthodes d’estimation de taux de substitution.

Ce tableau présente les temps de calcul (en minutes) nécessaires a chaque méthode d’estimation de taux de substitution
pour estimer les dits taux sur les 1 600 jeux de données simulées et pour les différentes entrées possibles (alignements,
matrices de distances ou arbres). A titre d’information, nous indiquons aussi le temps de calcul de chaque méthode
d’inférence phylogénétique utilisée pour générer I'ensemble des jeux de données simulées. Notons que le temps de calcul

de la méthode BEAST est uniquement estimé sur les jeux de données comptant au plus 110 feuilles, alors que certaines
simulations en comptabilisent 550.

Entrées
Alignements Matrices de distances Arbres
Méthodes d’inférence phylogénétique

. = 2 jours
DNAdist 200° - -
FastME - 109 -

= 30 jours
PhyML =2 jours® i i

Méthodes d’estimation de taux de substitution

Pairwise-Distance - 5 -
sUPGMA - 14 -
TREBLE - 60 -
Root-to-tip - - 19
ULS sans choix aléatoire - 367 293
ULS avec choix aléatoire - 38 30
BEAST =129 jours® - -

2 uniquement les petits jeux de données (<110 feuilles par phylogénie, alors que certains vont jusqu’a 550).

Ces résultats montrent qu’ULS n’est pas la méthode d’estimation la plus rapide, les méthodes
Pairwise-Distance et sSUPGMA sont plus rapides qu’ULS, mais elles ne sont pas trés performantes en
précision d’estimation (cf. section précédente). Le temps de calcul de la méthode ULS est quasiment
multiplié par 10 entre la version avec et sans le choix aléatoire. Dans le cas ou I'on considére le choix
aléatoire, il faut approximativement 30 minutes de calcul pour obtenir 'ensemble des estimations.
Rappelons que les précisions d’estimation entre ces deux versions sont similaires (cf. section 4.2.4.3).
Cette amélioration en fait une méthode tres rapide (moins de 5 secondes sur un arbre avec 550
feuilles). Le temps de calcul de la méthode Root-to-tip est assez semblable au notre (environ 10 mi-
nutes d’écart en faveur de Root-to-tip), mais rappelons que cette méthode reste dépendante du
nombre de feuilles dans la phylogénie, ce qui n’est plus le cas avec ULS en considérant le choix aléa-

toire. Notons que le temps de calcul d’ULS est plus rapide avec un arbre en entrée qu’avec une ma-
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trice de distances, cela provient du format d’encodage des arbres et des matrices ou la quantité de
données a lire (nombre de caractéres) est beaucoup moins importante avec des arbres au format
NEWICK, gu’avec des matrices de distances. Le temps de calcul de la méthode BEAST, avoisinant les
129 jours de calcul mais uniquement sur les petits jeux de données (au plus 110 feuilles), en fait la
méthode d’estimation de taux de substitution la plus lente, et cela méme en considérant des arbres
PhyML en entrée puisque, sur I'ensemble des petits jeux de données, il faut environ 2,3 jours de cal-
cul a PhyML pour inférer les arbres. D’autant plus que sa précision d’estimation est équivalente a (ou
moins bonne que) celle d’ULS sur des arbres PhyML. Enfin, notons que le temps de calcul des arbres
FastME (en considérant bien s(r le temps nécessaire au calcul des matrices de distances) est beau-
coup plus rapide que celui des arbres PhyML et pour une précision d’estimation quasi-équivalente
(cf. section précédente). En résumé, sur un jeu de données contenant 550 feuilles, les temps de cal-
cul des méthodes de distances sont approximativement de 5 secondes pour ULS, 1 seconde pour
Pairwise-Distance, 2 secondes pour sUPGMA, 3 secondes pour Root-to-tip et 10 secondes pour
TREBLE. Le temps de calcul, avec des séquences de 1 000 paires de bases, pour inférer un arbre
PhyML est approximativement de 2 heures, celui d’un arbre FastME de 6 secondes et celui d’une
matrice de distances DNAdist de 8 minutes. Quant a BEAST, il met environ 30 minutes sur un jeu de

données de 1 000 paires de bases contenant 110 feuilles.

4.3.2 Application au sous-type C du VIH-1

Notre méthode est testée sur deux jeux de données contenant chacun des séquences du sous-
type C du VIH-1 (VIH-1C). Le premier est extrait de I'étude sur I'origine géographique et temporelle
de I'épidémie du VIH-1C au Sénégal (Chapitre 5) et I'autre de I'étude épidémiologique mondiale du

VIH-1C (Chapitre 6).

Le premier jeu de données contient 56 séquences pol du VIH-1C collectées au Sénégal (Jung et al,
2012). La conception de I'alignement de 1 011 sites est décrite au Chapitre 5. A partir de cet aligne-
ment, un arbre de maximum de vraisemblance est calculé avec PhyML v3.0 (Guindon et al, 2010;
Guindon & Gascuel, 2003) sous le modeéle GTR+1+I'4 (general time reversible avec une loi gamma a 4
catégories de taux et des sites invariants), en accord avec Jung et al. (2012). Les paramétres du mo-
dele d’évolution sont estimés par PhyML. L'option SPR (Subtree Pruning and Regrafting) est choisie
afin d’explorer I'espace des arbres. Les intervalles de confiance a 95% sont obtenus a partir de 100
arbres calculés de la méme maniére, mais sur la base d’alignements obtenus avec la technique du
bootstrap par le logiciel segboot v3.69 du package PHYLIP (Felsenstein, 1989). Le taux de substitution
estimé par ULS sur ce jeu de données est de 2,01 x 1073 [1,78 x 1073 ; 2,63 x 1073] substitutions

par site et par année, tandis que celui estimé par BEAST dans Jung et al. (2012) est de 1,59 x 1073
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[1,02 x 1073 ; 2,19 x 10~3] substitutions par site et par année, sous le modéle d’horloge molécu-
laire stricte et avec une prior non informative (c.-a-d. les mémes conditions que dans ULS). Ces résul-
tats sont largement recouvrants et la différence n’est pas statistiquement significative. Cependant, le
taux de substitution d’ULS semble plus élevé que celui de BEAST et notre intervalle de confiance a
95% plus étroit. La régression linéaire Root-to-tip, estime le taux de substitution a 1,47 x 1073
[7,06 x 10™%; 2,11 x 1073] substitutions par site et par année, trés proche de celui de BEAST. La
date de I'ancétre commun aux souches du Sénégal est estimée par ULS a 1972 [1969 ; 1979] et par
BEAST a 1966 [1952 ; 1978] (Figure 41). L'approche pour ULS consiste a corriger les distances évolu-
tives entre les feuilles non contemporaines et a employer la méthode UPGMA (cf. Chapitre 1) pour
reconstruire I'arbre enraciné, dans lequel la distance évolutive qui sépare les feuilles contemporaines
de la racine est déduite. Ici aussi ULS propose une estimation plus élevée, mais toujours avec des
intervalles de confiance recouvrants et pas de différence significative. De plus, I'intervalle d’ULS est
nettement plus serré (environ 10 ans) que celui de BEAST (environ 30 ans). La régression linéaire
Root-to-tip estime I'ancétre commun a 1968 [1930; 1973], a nouveau proche de I'estimation de
BEAST mais avec un intervalle de confiance trés large (plus de 40 ans). Cependant, en considérant
pour BEAST une prior informative (d’aprés des estimations publiées), ses estimations deviennent
assez similaires a celles d’ULS : taux de substitution a 1,85 x 1073 [1,36 x 1073 ; 2,37 x 1073] subs-
titutions par site et par année et date de I'ancétre commun a 1971 [1962 ; 1979]. En revanche, le
choix de la prior (informative ou non) influe trés peu sur les estimations de la date de I'ancétre com-
mun aux souches des hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes (MSM), et est estimée
par BEAST au début des années quatre-vingt. Par exemple, pour la prior non informative, BEAST date
I’ancétre commun aux souches isolées chez les MSM a 1981 [1971 ; 1989] et pour une prior informa-
tive a 1984 [1978 ; 1989]. Quant a ULS, il I'estime a 1988 [1982 ; 1991], environ 5 ans plus tard que
BEAST (mais avec des intervalles compatibles et donc des différences non significatives). La stabilité
de BEAST dans les estimations de la date de I'ancétre commun aux souches des MSM s’étend aussi
au-dela du modele d’horloge moléculaire. Par exemple, avec une horloge moléculaire relachée en
log-normal et une prior informative, BEAST I'estime a 1983 [1976; 1989]. En revanche, sous ce
méme modele, I'estimation de la date de I'ancétre commun aux souches collectées au Sénégal (1974
[1964 ; 1982]) s’accorde mieux avec celle d’ULS. Le temps de calcul nécessaire a BEAST sur ce jeu de
données avoisine les 12 heures de temps de calcul, tandis que le temps de calcul de la méthode ULS
est a peine de 4 secondes (en considérant, en plus, le calcul de I'intervalle de confiance). Notons ce-
pendant que PhyML met environ 4 minutes pour estimer une phylogénie (donc environ 6 heures et

demi sont nécessaires a PhyML pour calculer les 100 phylogénies).
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Figure 41. Estimations temporelles d’ULS sur deux jeux de données du sous-type C du VIH-1.

Ce graphique montre les estimations par ULS de la date de I'ancétre commun aux souches collectées au Sénégal et celle de
I’'ancétre commun aux souches isolées chez les MSM a partir d’'une phylogénie contenant uniquement les séquences collec-
tées au Sénégal (ULS_S, en rouge ; cf. Chapitre 5) et d’une autre phylogénie contenant I'ensemble des séquences du VIH-1C
(ULS_M, en orange ; cf. Chapitre 6). L'estimation de la date de I'ancétre commun des souches collectées au Sénégal par
Root-to-tip (en vert) et les estimations de BEAST du Chapitre 5 (horloge moléculaire stricte avec une prior non informative,
en bleu clair, et informative, en bleu foncé, et horloge moléculaire relachée en log-normal avec une prior informative, en
mauve) sont aussi présentées. Les estimations de ces deux derniéres méthodes sont réalisées a partir d’un jeu de données
contenant uniqguement les séquences collectées au Sénégal. La date de I'ancétre commun aux souches du VIH-1C est esti-
mée par ULS a 1964 et par Root-to-tip a 1782.

1990 [ e f ——————————————————————————————————————— —
1980 - E —
1970 —I —————————— - —
3 $s
c 1960 |- -
< ULS S e
1950 - | ULS M —
Root-to-tip —@—
1940 BEAST stricte non inf. —@&— —
BEAST stricte inf. —e—
1930 -+ BEAST log-normale inf. -
Pop. Générale MSM
du Sénégal

Le second jeu de données considéré contient 3 609 taxa. Les détails de la conception de
I'alignement de 1 011 sites et les parameétres utilisés par PhyML pour inférer la phylogénie sont don-
nés au Chapitre 6. Sur ce jeu de données (ingroup uniguement) qui contient I’'ensemble des souches
pol disponibles du VIH-1C, ULS estime le taux de substitution a 4,70 X 10™3 substitutions par site et
par année et la date de I'ancétre commun a 1964. L'estimation de la date de I'ancétre commun d’ULS
semble étre du méme ordre de grandeur que celle admise pour les souches du sous-type C (Abecasis
et al, 2009; Rousseau et al, 2007; Travers et al, 2004). Par exemple, Rousseau et al. (2007) I'estiment
a 1961 [1947 ; 1962] et le taux de substitution a 5,1 x 1073 [3,9 X 1073 ; 5,3 x 1073] substitutions
par site et par année ; mais a partir de génomes presque complets. Dalai et al. (2009), quant a eux,
estiment avec BEAST la date de I'ancétre commun aux souches du sous-type C collectées au Zim-
babwe a 1972 [1969-1974] et un taux de substitution moyen a 2,33 X 1073 substitutions par site et
par année sur des séquences pol, suggérant que notre taux de substitution est encore une fois plus
important que celui de BEAST ; mais les données sont bien différentes. Sur ce jeu de données, Root-
to-tip estime un taux de substitution de 8,04 X 10~ substitutions par site et par année. Ce taux est
tres nettement inférieur a ceux mentionnés ci-dessus qui semblent étre plus en accord avec
I’estimation d’ULS. La date de I'ancétre commun estimée par Root-to-Tip, qui est de 1782, est com-

pletement différente de celle qui est communément admise par la communauté scientifique (début
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de la deuxiéme moitié du xx° siécle) et montre ainsi la limite de cette méthode. Notons cependant
gue cette date de référence se fonde uniquement sur les estimations moyennes de plusieurs réfé-
rences bibliographiques, revues dans Hemelaar et al. (2012), et n’intégre pas I'information des inter-
valles de confiance associés a ces estimations, qui sont parfois trés larges (couvrant la période de
1933 a 1973). Ces intervalles de confiance montrent l'incertitude associée aux estimations ponc-

tuelles qui vient probablement du manque de signal dans les données étudiées.

Cette phylogénie inclut aussi les souches collectées au Sénégal, y compris celles isolées chez les
MSM (cf. ci-dessus), et les dates associées a leur ancétre commun peuvent donc étre estimées. La
date de I'ancétre commun aux souches collectées au Sénégal est estimée par ULS a 1973 et celle de
I’ancétre commun aux souches des MSM a 1989 (Figure 41). Ces deux estimations sont tout a fait
cohérentes avec celles estimées précédemment en ne considérant que les souches collectées au
Sénégal (cf. ci-dessus). Sur ce jeu de données, ULS met moins de 3 minutes a estimer le taux de subs-
titution et la date de I'ancétre commun, tandis que Root-to-tip, dépendant du nombre de feuilles de

la phylogénie, met un peu plus de 5 minutes.

4.4 Conclusion

Nous présentons une nouvelle méthode de distances, Ultrametric Least Squares (ULS), basée sur
le principe des moindres carrés, qui permet d’estimer le taux de substitution sous les hypothéses du
modele Single Rate Dated Tips (SRDT) (feuilles hétérochrones et horloge moléculaire stricte). Pour ce
faire, elle minimise un critere parabolique par morceaux qui mesure |'ultramétricité d’une distance
en 0(n3logn), ol n est le nombre de feuilles. Un algorithme de type Monte Carlo borne cette com-
plexité, et cela sans perte de précision, a partir d’'un certain seuil déterminé en fonction de n et du
nombre de feuilles par date d’échantillonnage. Cette méthode est aussi étendue aux modeles Mul-
tiple Rates with Dated Tips (MRDT) et Different Rate (DR) mais seulement avec des horloges molécu-
laires locales. L'implémentation de cette méthode en langage C fournit aussi I'opportunité d’estimer
la date de I'ancétre commun aux souches du jeu d’entrée, ainsi que d’enraciner une phylogénie en

considérant les dates de préléevement associées a chaque feuille.

Le principe itératif utilisé afin d’adapter ULS au modele d’horloge moléculaire MRDT et a
I’estimation de plusieurs taux de substitution par lignage (horloges moléculaires locales) peut étre
appliqué a n‘importe quelle autre méthode d’estimation de taux de substitution faisant les hypo-
théses du modeéle SRDT. A notre connaissance, seules deux autres méthodes permettent d’estimer le
taux de substitution sous le modeéle MRDT : sUPGMA, une méthode de distances, et TipDate, une

méthode probabiliste (Drummond et al, 2001). Les horloges moléculaires locales sont trés appréciées
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puisqu’elles refletent mieux la réalité des données surtout quand, par exemple, plusieurs sous-types
du VIH sont étudiés en méme temps. Toutefois, ces hypothéses de taux variant par branche ou par
lignée nécessitent la donnée d’une phylogénie. Notre modele suppose que I'on connaisse a priori les
lignées évoluant avec un taux de substitution différent et que chaque lignée évolue avec le méme
taux. Yoder et Yang (2000) présentent un exemple d’application avec ce modéle. D’autres approches
existent, comme celle proposée par Sanderson (1997) qui suppose que chaque branche de la phylo-
génie évolue avec un taux unique, mais en supposant une auto-corrélation des taux; il minimise
I’écart entre les taux de substitution d’'une méme lignée. Adapter la méthode ULS a un tel modele

serait un atout supplémentaire pour cette méthode.

La comparaison entre la précision d’estimation d’ULS et celle des méthodes de distances sUPG-
MA, TREBLE, ainsi que celle des régressions linéaires Root-to-tip et Pairwise-Distance sur différents
jeux de données simulées indique qu’ULS est, en moyenne, la méthode la plus précise. Malgré cela,
au cas par cas ULS n’est pas systématiguement la méthode la plus performante et est souvent en
concurrence avec la méthode Root-to-tip. De plus, les estimations avec des matrices de distances
laissent souvent quelque peu a désirer, en particulier sur les jeux de données intra-hote avec 3 temps
d’échantillonnage et des séquences de 300 paires de bases. Ces jeux de données contiennent, en
moyenne, de grandes distances et cela suggére que la performance d’ULS est (logiquement) grande-
ment dépendante de la justesse des estimations des distances évolutives qui sont mieux estimées
lorsqu’elles sont petites. L'utilisation d’'une autre variance, plus appropriée, pourrait balancer en
notre faveur. En attendant, 'utilisation d’arbres FastME, rapides a obtenir, semble corriger ce pro-

bleéme.

La différence en précision d’estimation entre ULS et la méthode probabiliste de référence, BEAST,
est en moyenne a notre avantage mais reste généralement non significative sur les jeux de données
simulées en inter-hotes. En revanche, la performance d’ULS contre BEAST est autre sur les jeux de
données intra-hotes contenant un taux de mort élevé (995 sur 1000 a chaque temps
d’échantillonnage). Récemment, une nouvelle version de BEAST est disponible et cette version per-
met d’utiliser un modele de spéciation, plus adapté que celui du coalescent (seul modéle disponible
avec la version 1.6.2 pour des données hétérochrones), considérant un taux de naissance et de mort
constant avec des données hétérochrones (Drummond et al, 2012; Stadler, 2010). Une comparaison
avec cette nouvelle version est nécessaire et permetterait de confirmer ou d’infirmer les résultats

présentés dans ce manuscit.



Chapitre 5
Origine géographique et temporelle du
sous-type C du VIH-1 au Sénégal

Nous présentons une étude moléculaire visant a connaitre I'origine géographique et tempo-
relle de I’épidémie du sous-type C du VIH-1 au Sénégal, avec un intérét particulier pour les souches
circulant chez les hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes (MSM). Pour cette étude,
nous analysons le géne pol de toutes les souches virales préecédemment publiées et de dix-huit
nouvelles souches collectées au Sénégal. Une grande phylogénie contenant plus 3 000 séquences
est calculée afin de déterminer les séquences proches de celles du Sénégal. Deux phylogénies
(PhyML et MrBayes) sont construites avec I'ensemble des souches du Sénégal et des souches
proches afin de déterminer I'origine géographique de I'épidémie du sous-type C au Sénégal. Une
analyse bayésienne (BEAST) est menée, mais uniquement avec les souches collectées au Sénégal,
pour déterminer l'origine temporelle de cette épidémie. Ces analyses montrent de multiples intro-
ductions de ce variant dans la population générale provenant de pays de I’Afrique de I’est et aus-
trale, tandis que I’'épidémie chez les MSM a connu une introduction unique suivie d’une diffusion
efficace originaire d’Afrique australe (probablement de Zambie). L’ancétre commun aux souches
du Sénégal est daté au début des années soixante-dix et celui des séquences des MSM environ dix
ans apres. Comme cette étude a fait I'objet d’une publication dans une revue internationalle (PLoS

One), nous présentons uniquement un résumé détaillé en frangais et joignons I'article a ce cha-

pitre.
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5.1 Introduction

Les premieres recherches d’infection liée au virus de I'immunodéficience humaine (VIH) au Séné-
gal ont été faites dans des cohortes de prostituées, parce qu’elles sont jugées étre un groupe a haut
risque d’infection (Meda et al, 1999; Barin et al, 1985; Van de Perre et al, 1985). Les tests sérolo-
giques effectués montraient que ces individus étaient contaminés par le VIH-2 et une forte préva-
lence de ce variant était observée dans différentes villes, entre 10,0% et 38,1% versus 0,4% et 4,1%
pour le VIH-1 (Kanki et al, 1992). Dés 1986, les premiers cas d’infection au VIH-1 sont reportés (Kanki
et al, 1992) et, depuis, la prévalence du VIH-2 a diminué tandis que celle du VIH-1 a augmenté (Mar-
link, 1996; Hamel et al, 2007). L’identification a Dakar de tous les sous-types du groupe M du VIH-1
suggere de multiples introductions du virus dans ce pays (Toure-Kane et al, 2000), probablement
dues aux activités de commerce ou de voyage avec les autres pays de I'Afrique. Actuellement, les
infections au VIH dans 'ouest de I'Afrique, et donc au Sénégal, sont surtout causées par des souches
de la forme recombinante circulante CRFO2_AG (Buonaguro et al, 2007; Sankalé et al, 2000; Toure-
Kane et al, 2000). Au Sénégal, le sous-type A est aussi trés présent (Sankalé et al, 2000) et le sous-
sous-type A3 a été caractérisé pour la premiere fois dans une cohorte de prostituées résidant a Dakar

(Meloni et al, 2004a, 2004b).

Les études sur le groupe a risque des hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes
(MSM, men having sex with men), vulnérables aux infections sexuellement transmissibles (Geibel et
al, 2010), ne se sont faites que bien plus tard a cause de la stigmatisation exercée sur eux dans la
plupart des pays africains (Niang et al, 2003). En raison de cette répression prés de 95% d’entre eux
ont des rapports sexuels avec des femmes afin de garder leur double vie secrete (Wade et al, 2005).
En 2009, une étude sur la distribution de la prévalence des sous-types et des formes recombinantes
du VIH-1 a montré une prévalence du sous-type C de 40% chez les MSM, alors qu’elle est a moins de
5% dans la population générale et chez les prostituées (Ndiaye et al, 2009). Ce sous-type est égale-

ment tres peu prévalant dans les autres pays de I’Afrique de I'ouest.

Nous présentons la premiere étude moléculaire visant a connaitre I'origine géographique et tem-
porelle de I'ancétre commun aux souches du sous-type C du VIH-1 circulant dans la population géné-
rale sénégalaise, mais aussi de celui circulant chez les MSM. Cette étude a plusieurs objectifs : 1)
savoir s’il existe un lien épidémiologique entre les souches des MSM et celles provenant de la popu-
lation générale ; 2) connaitre I'origine géographique de I'épidémie du sous-type C sévissant au Séné-
gal et chez les MSM de ce pays ; 3) enfin, dater I'origine de I'introduction de cette épidémie chez les
MSM ainsi que dans la population générale du Sénégal. Pour cela, nous utilisons des outils bioinfor-

matiques afin d’inférer une phylogénie sur 3 081 séquences. Cette phylogénie met en évidence les
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liens épidémiologiques existant entre les souches du sous-type C du Sénégal et celles des autres
pays. Par la suite, nous utiliserons uniquement les souches disponibles du sous-type C du Sénégal
pour estimer la date de leur ancétre commun, ainsi que celle de I'ancétre commun aux souches des

MSM.

5.2 Préparation des données

Les séquences sont collectées dans la base de données public du laboratoire national de Los Ala-
mos : HIV Databases’. Toutes les séquences disponibles du sous-type C du VIH-1, sur la région 2 253-
3263 du génome d’HXB2, et dont la date et le pays de collecte sont connus, sont téléchargées®.
Cette région code la protéase et une partie de la transcriptase inverse. La vérification d’éventuels
recombinants ou de sous-types non-C est faite par I'application web REGA HIV-1 & 2 Automated Sub-
typing Tool (de Oliveira et al, 2005). Les séquences non reconnues comme du sous-type C a 100%
sont écartées de la suite de nos analyses. La séquence d’HXB2 (sous-type B; numéro d’accession :
K03455) sert d’outgroup pour enraciner les arbres de maximum de vraisemblance construits dans
cette étude. A cette collection, 18 nouvelles séquences collectées au Sénégal entre 1996 et 2007 sont
ajoutées. Elles ont été séquencées par les membres de I'équipe TransVIHMI. Seule une séquence
choisie au hasard est conservée parmi celles qui sont identiques ou qui présentent un lien épidémio-

logique proche (par exemple dans le cas d’une transmission mere-enfant).

Les séquences provenant de la base de données HIV Databases sont déja alignées. Un alignement
séquences contre profil du programme MAFFT version 6 (Katoh et al, 2002), avec la méthode L-INS-i
(Katoh et al, 2005), est réalisé afin d’y ajouter les 18 nouvelles séquences. Quelques corrections ma-
nuelles sont ensuite apportées a I'aide de MEGA version 5 (Tamura et al, 2011) et tous les sites con-
tenant un nombre excessif de gaps (= 50%) sont supprimés. Pour éviter tout biais éventuel di aux
mutations de résistance causées par les traitements antirétroviraux, les analyses sont faites en paral-
lele sur un alignement ou 43 codons connus pour étre associés a des mutations de résistance ma-

jeures sont supprimés (Bennett et al, 2009).

Le calcul de I’'arbre PhyML (Guindon & Gascuel, 2003) représentant I’histoire évolutive de la totali-
té des séquences est fait sous le modele general time reversible avec une proportion de sites inva-
riables et une loi gamma de catégorie 4 (GTR+I+I4) (Posada & Crandall, 2001). L'option SPR (subtree
pruning and regrafting) est choisie pour explorer I'espace des arbres. Pour une meilleure estimation,
tous les paramétres sont évalués et optimisés par PhyML. Enfin, les supports de branche sont déter-

minés par la méthode approximate likelihood ratio test (aLRT) (Anisimova & Gascuel, 2006), option

> http://www.hiv.lanl.gov/content/index
® Accédé le 11 avril 2011



128 Evolution du VIH : méthodes, modeles et algorithmes

SH-like. Puis, un second arbre de vraisemblance est inféré sous le méme modele, mais contenant
uniquement les séquences du Sénégal et celles (proches) contenues dans chaque sous-arbre ayant
pour racine le noeud ancestral de deuxieme génération a chaque séquence provenant du Sénégal
(d’aprés le premier arbre). Sur ce dernier, nous estimons aussi les supports de branche obtenus par
la méthode du bootstrap (100 itérations). La topologie et les résultats sont vérifiés a I’aide d’un arbre

bayésien, calculé par MrBayes version 3.1 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003).

Les estimations du taux de substitution et des dates des ancétres communs sont réalisées avec
BEAST v1.6.1 (Drummond & Rambaut, 2007). Seules les 56 séquences du Sénégal sont considérées
dans ces analyses. Le modele de substitution utilisé est choisi en adéquation avec celui des arbres de
maximum de vraisemblance (GTR+I+l4). Les estimations sont faites sous I’hypothése de trois hor-
loges moléculaires : stricte, relachée en log-normal et en exponentiel (Drummond et al., 2006). Avec
I’horloge moléculaire relachée en log-normal, chaque taux de substitution suit une loi log-normale de
moyenne ucld.mean et d’écart-type ucld.stdev, chaque taux de substitution de I’horloge relachée en
exponentiel suit une loi exponentielle de moyenne uced.mean, et le taux de substitution associé a
I’horloge moléculaire stricte est constant et dépend du parameétre strict.clock. L’histoire démogra-
phique est calculée sous le modele Bayesian Skyride avec |'option Time-aware (Minin et al, 2008).
Quatre priors différentes sont utilisées pour les parameétres ucld.mean, uced.mean et strict.clock. La
premiere, non informative, suit une loi uniforme entre 0 et 1. Les suivantes suivent une loi normale
de moyenne 2,5 X 1073 (d’aprés Dalai et al. (2009) et Path-O-Gen v1.3’) et d’écart-type 10 x 107%,
7,5 x 10* et 5 x 10™* respectivement. La distribution de ucld.stdev suit une loi exponentielle de
parametre 0,1 (d’aprés une communication personnelle avec Alexei DRUMMOND). Le nombre de
générations pour les chaines de Markov avec technique de Monte Carlo (Markov chain Monte Carlo,
MCMC) est de 2,5 x 108 avec un échantillonnage toutes les 2,5 X 10> générations. La convergence
est vérifiée avec le logiciel Tracer v1.5, tout comme |'extraction des résultats et les estimations des

facteurs de Bayes.

5.3 Résultats

L'origine géographique de I'épidémie du VIH-1 sous-type C au Sénégal est initialement explorée a
I"aide d’un arbre de maximum de vraisemblance, contenant toutes les séquences pol disponibles plus
18 nouvelles collectées au Sénégal (soit un total de 3 081 séquences). Sur les deux phylogénies obte-
nues (une contenant les sites associés a des mutations de résistance, I'autre sans), la plupart des
séquences échantillonnées en Asie et en Amérique sont regroupées dans deux clades. Les séquences

restantes sont dispersées ou forment des clades marginaux. Les souches collectées en Afrique de

7 http://tree.bio.ed.ac.uk/software/pathogen/
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I’est sont aussi regroupées, tandis que les souches collectées en Europe sont disséminées dans
I'arbre, tout comme les souches du Sénégal provenant de la population générale. Les souches des
MSM forment un clade net et distinct, et des souches collectées en Afrique australe se positionnent a

sa racine.

Afin de mieux discerner I'origine géographique des différentes souches du Sénégal, un second
arbre contenant uniquement les séquences proches a celles du Sénégal est inféré. Ces derniéres pro-
viennent essentiellement du continent africain (147 sur 177, soit 83,05%). Cette phylogénie confirme
I'idée de multiples introductions du virus dans la population générale sénégalaise ; introductions qui
semblent provenir de deux zones géographiques distinctes. Une provenant de I'Afrique australe et
I'autre de I'Afrique de I'est. Des souches de I’Afrique australe (dont beaucoup proviennent de Zam-
bie) se placent a proximité du clade contenant les souches des MSM, suggérant que I’ancétre com-
mun est originaire de I’Afrique australe. Malgré des topologies légérement différentes, les conclu-
sions épidémiologiques sont aussi confirmées sur l'arbre MrBayes, que ce soit a partir de

I"alignement contenant les sites associés aux mutations de résistance ou non.

Les estimations des dates des ancétres communs sont faites avec le logiciel BEAST sous trois hor-
loges moléculaires différentes (stricte, relachée en exponentiel et relachée en log-normal), chacune
associée au modele de croissance démographique Bayesian Skyride. Les facteurs de Bayes estimés
avec Tracer indiquent que I'horloge moléculaire relachée en exponentiel (resp. en log-normal) est un
peu mieux adaptée aux données que I’horloge moléculaire relachée en log-normal (resp. stricte).
L’horloge moléculaire relachée en exponentiel sur les deux priors les moins informatives montrent
des estimations ayant de grands intervalles de confiance (plusieurs siécles pour certaines estimations
temporelles). De ce fait, les résultats ne sont pas interprétables et nous utilisons dans la suite le mo-
dele log-normal. Trés peu de différences sont a noter entre les résultats des deux alignements (avec
ou sans les sites associés aux mutations de résistance). Les estimations du taux de substitution sont
assez similaires entre les horloges stricte et relachée en log-normal et semblent avoisiner les
1,75 x 1073 substitutions par site et par année. Les estimations des dates des ancétres communs
sont aussi relativement similaires. Comme valeur consensus, la date de I'ancétre commun aux
souches du Sénégal est estimée au début des années soixante-dix et celle de I'ancétre commun aux

souches des MSM au début des années quatre-vingt, environ dix ans apres.

A la section 4.3.2, page 120, les estimations de BEAST du taux de substitution et des dates des an-
cétres communs sont comparées a celles d’ULS. Brievement, les estimations d’ULS sont obtenues a
partir d’'une phylogénie inférée par PhyML (en utilisant I'alignement complet, c’est-a-dire celui con-

tenant les codons associés a des mutations de résistance), sous le modele d’évolution GTR+1+4, et
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ne contenant que les souches collectées au Sénégal. Les intervalles de confiance sont calculés par
bootstrap. La date de I'ancétre commun des souches collectées au Sénégal est estimée a 1972
[1969 ; 1979] et celle des souches isolées chez les MSM a 1988 [1982 ; 1991]. L'estimation d’ULS de
la date de I'ancétre commun des souches isolées dans la population générale du Sénégal est assez
similaire a celle estimée par BEAST sous une horloge moléculaire relachée en log-normal et avec une
prior informative (1974 [1964 ; 1982]; cf. Figure 41). Notons qu’avec une prior non informative,
|’estimation de BEAST est sensiblement plus ancienne (1967 [1950 ; 1983]). En revanche, les diffé-
rentes estimations de BEAST de la date de I"ancétre commun des souches isolées chez les MSM sont
assez proches entre elles (p. ex. 1983 [1976 ; 1989] avec la prior informative), mais, comme attendu,
avec un intervalle de confiance plus large pour la prior non informative (1979 [1965 ; 1989]). ULS
estime plutot la date de ce méme ancétre commun vers la fin des années quatre-vingt (1988 [1982 ;
1991]). Remarquons, encore une fois, que les intervalles de confiance sont largement recouvrants.
Observons aussi que, a chaque fois, 'amplitude des intervalles de confiance des estimations d’ULS
est moindre par rapport a ceux de BEAST (p. ex. pour la date de I'ancétre commun des souches iso-
lées de patients MSM, il est de 9 ans pour ULS, 13 ans pour BEAST avec une prior informative et 24

ans avec une prior non informative).

5.4 Conclusion

Nous présentons la premiere étude moléculaire visant a connaitre I'origine géographique et tem-
porelle de I'épidémie du sous-type C du VIH-1 au Sénégal. Les résultats obtenus montrent que
I’épidémie du sous-type C chez les MSM provient d’un évenement fondateur et que I'ancétre com-
mun est originaire d’un pays d’Afrique australe, probablement de la Zambie. Cette épidémie est as-
sez récente (début des années quatre-vingt) comparée a celle en Ethiopie (milieu des années
soixante) (Tully & Wood, 2010) ou celle au Malawi (fin des années soixante) (Travers et al, 2004). Les
souches du sous-type C de la population générale proviennent d’introductions multiples et d’origines
géographiques différentes (Afrique de I'est et australe). Cela montre les liens établis par cette popu-
lation avec les autres pays africains (Toure-Kane et al, 2000). Leur ancétre commun est daté au début

des années soixante-dix, environ dix ans avant la date de I'ancétre commun aux souches des MSM.

L'utilisation d’un alignement avec ou sans les sites associés a des mutations de résistance ma-
jeures montre un faible impact sur la formation de clusters ou sur les estimations des dates des an-
cétres communs et des taux de substitution (Hué et al, 2004). L’analyse des 3 081 séquences du sous-
type C collectées a travers le monde fournit une représentation de la diversité globale du sous-type
C, ainsi que des informations additionnelles sur I'épidémie du sous-type C. Nos analyses confirment

le lien épidémiologique entre le Brésil et I’Afrique de I'est, précédemment établie par Bello et al.
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(2008), et suggerent un lien épidémiologique entre I’Afrique australe (Dietrich et al, 1993) et I'Inde
ainsi que de nombreuses interactions entre I'Europe et I'Afrique. A cause du nombre important de
migrations et de voyages, la distribution géographique des sous-types est en constante évolution et
le mélange entre les variants du VIH-1 est inévitable. Ces changements continueront d’étre un chal-

lenge pour les stratégies thérapeutiques et la recherche d’un vaccin.

Malgré les multiples introductions du sous-type C du VIH-1 dans la population générale, seule-
ment une expansion majeure de ce variant est observé chez les MSM, soulignant le fait qu’ils sont
une population a risque pour les maladies sexuellement transmissibles (Geibel et al, 2010). Comme
plus de 90% des MSM du Sénégal disent avoir des relations sexuelles avec des femmes (Wade et al,
2005), ils peuvent servir de pont envers la population générale et diffuser des variants endémiques a
ce groupe. D’ailleurs, des séquences du sous-type C récemment isolées chez des femmes, se placent
a l'intérieur du clade formé par les souches des MSM (Coumba Toure-Kane, données non publiées).
Les programmes ciblant les MSM doivent aussi prendre en considération les pratiques hétéro-
sexuelles de ces individus, afin d’éviter la propagation d’épidémies a des populations plus larges

(Larmarange et al, 2010).
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Abstract

Background: The classification of HIV-1 strains in subtypes and Circulating Recombinant Forms (CRFs) has helped in
tracking the course of the HIV pandemic. In Senegal, which is located at the tip of West Africa, CRF02_AG predominates in
the general population and Female Sex Workers (FSWs). In contrast, 40% of Men having Sex with Men (MSM) in Senegal are
infected with subtype C. In this study we analyzed the geographical origins and introduction dates of HIV-1 C in Senegal in
order to better understand the evolutionary history of this subtype, which predominates today in the MSM population

Methodology/Principal Findings: We used a combination of phylogenetic analyses and a Bayesian coalescent-based
approach, to study the phylogenetic relationships in pol of 56 subtype C isolates from Senegal with 3,025 subtype C strains
that were sampled worldwide. Our analysis shows a significantly well supported cluster which contains all subtype C strains
that circulate among MSM in Senegal. The MSM cluster and other strains from Senegal are widely dispersed among the
different subclusters of African HIV-1 C strains, suggesting multiple introductions of subtype C in Senegal from many
different southern and east African countries. More detailed analyses show that HIV-1 C strains from MSM are more closely
related to those from southern Africa. The estimated date of the MRCA of subtype C in the MSM population in Senegal is
estimated to be in the early 80's.

Conclusions/Significance: Our evolutionary reconstructions suggest that multiple subtype C viruses with a common
ancestor originating in the early 1970s entered Senegal. There was only one efficient spread in the MSM population, which
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most likely resulted from a single introduction, underlining the importance of high-risk behavior in spread of viruses.
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Introduction

HIV-1 group M, which predominates in the global HIV/AIDS
epidemic, can be further subdivided into subtypes (A-D, }F-H, ],
K), sub-subtypes (Al to A4, F1 and F2), circulating recombinant
forms (CRFOI to CRF51) and numerous unique recombinant
forms (URFs) (www.hiv.lanl.gov). This genetic diversity has an
impact on almost all aspects of the management of this infection
going from identification and monitoring of infected persons, to
treatment efficacy and vaccine design [1-3]. The classification of
HIV strains has also helped in tracking the course of the HIV
pandemic [4]. Numerous molecular epidemiological studies
showed a heterogeneous geographic distribution of the different
HIV-1 M subtypes and CRFs. The imitial diversification of group
M most likely occurred within or near the Democratic Republic of
Congo (DRC) [5,6], where the highest diversity of group M strains
has been observed and the earliest cases of HIV-1 infection (1959
and 1960) have been documented in Kinshasa, the capital city [7].

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Different HIV variants have then spread across the world, and the
cpidemics in the different continents and countries are the result of
different founder effects. Today, subtype C accounts for 50% of all
infections [8]. The majority of subtype C infections are found in
southern Africa where they represent almost 100% of circulating
HIV-1 strains. Subtype C also predominates in India, Ethiopia
and southern China, and has entered East Africa, Brazil, and
many European countries. With increasing mobility and human
migration, HIV-1 variants inevitably intermix in different parts of
the world and the distribution of the different HIV-1 variants is a
dynamic process.

In Senegal, which is located at the tip of West Africa, both
AIDS viruses, HIV-1 and HIV-2, co-circulate. HIV-2 was first
described in Senegal, but like in other West African countries, the
prevalence of HIV-2 remained low and is decreasing [9,10].
Today HIV-1 predominates and since the description of the first
HIV-1 AIDS case in 1986, HIV-1 seroprevalence remains below
1% in the general population but can reach up to 20% in

March 2012 | Volume 7 | Issue 3 | e33579
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population groups with high risk behavior like female sex workers
(FSWs) or men having sex with men (MSM) [11]. Several studies
showed that CRFO2_AG predominates in Senegal, representing
50-70% of circulating strains in the general population and FSWs,
but in contrast to surrounding west African countries, a wide
diversity of other HIV-1 variants co-circulate; subtypes Al, A3, B,
D, T, G, H, CRF01, CRF06, CRF09, CRF11, CRF45 and HIV-1
group O have all been documented [10,12-14]. As mentioned
above, the distribution of HIV-1 subtypes/CRFs can differ
between geographic origins and between population groups.
Recently our studies showed that 40% of MSM in Senegal are
infected with subtype C, which is in strong contrast with 4% to
10% in the general population and F'SWs [10,12-15]. The factors
associated with the rapid spread of subtype C and its predomi-
nance in the global epidemic are not entirely known, but in certain
regions where it has been introduced, subtype C has overtaken
other HIV-1 variants [16]. The high prevalence and the rapid
spread of subtype C among MSM needs thus particular attention
because this could also lead to an increase overtime of subtype C
in the general population because more than 90% of MSM
recognize having sex with women [17].

Using a combination of phylogenetic analyses and a Bayesian
coalescent-based approach, we studied the phylogenetic relation-
ships of subtype C isolates from Senegal with other subtype C
strains that were sampled worldwide, in order to define the origin
and onset of the subtype C epidemic in MSM in Senegal.

Results

Origin of subtype C sequences in Senegal

Among the HIV-1 subtype C pol sequences that were
downloaded, we first climinated all sequences that were not
identified as subtype G (i.e. intersubtype recombinants) by the
REGA-subtyping tool and kept only one isolate per patient. The
final dataset includes a total of 3,081 sequences spanning a
1,011 bp fragment in pol between positions 2,253 and 3,263 on
the HXB2 genome, including 56 (among which 24 MSM and 18
newly sequenced) strains from Senegal (T'able 1 and Table S1).
Sequences were included from 4 different continents and 61
countries: Affica (22 countries), the Americas (7 countries), Asia (9
countries) and Europe (23 countries) (Table 2). The majority
(67.73%) of the sequences are from Africa and more precisely from
southern Africa (55.14%) that is South Africa (22.36%) and
Zambia (20.55%), and to a lower extent Botswana (4.32%),
Mozambique (3.18%), Malawi (2.30%), Swaziland (1.53%), and
Zimbabwe (0.91%). Subtype C sequences from Asia are
predominantly from India (355 sequences on a total of 380) and
those from the Americas mainly from southern Brazil (253
sequences on a total of 299). Subtype C sequences from Europe
represent 10.22% of the dataset and are collected from 23 different
countries, without a single country or area that predominates in
the dataset.

The maximum likelihood (PhyML) tree of the 3,081 subtype C
sequences is shown in Figure 1. The strains from Senegal are
highlighted in red, those from southern Africa (South Aftrica,
Zambia, Zimbabwe, Malawi, Mozambique, Botswana, and
Swaziland) in orange and those from the other African countries,
which are predominantly from East Africa, in yellow. Strains from
Asia, the Americas, and Europe are highlighted in green, purple
and blue respectively. The sequences from Senegal are inter-
spersed with the other African strains, but one significant cluster
(98.9% aLRT support), which comprised all sequences obtained
from MSM from Senegal, was identified. The phylogenetic tree
shows also separate clades for subtype C strains from southern
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Africa and one from eastern Africa (cluster B, 75.9% alLR'T
support), each of which contains sequences from Senegal. The tree
shows the presence of two other major clusters, one for the
majority of South American (cluster A, purple) and one for the
Asian strains (cluster C, green), each apparently resulting from
different single introductions, but no strain from Senegal was
observed in these clusters. The clusters from South America and
Asia are each supported by 72.7% and 82.3% alRT values,
respectively. No significant cluster of European subtype C was
observed, they are all interspersed with strains from different
geographic origins mainly in Africa and in Asia and southern
America. In order to exclude the possibility of artifactual
phylogenetic clustering due to drug induced convergent evolution,
especially for the clades from Senegal, the phylogenetic tree
analysis was repeated on an alignment where 43 (ie. 129 nt,
~12.7% of the full alignment) codon positions known to be
associated with major resistance mutations were removed. This
analysis shows the same subtype C clusters (Figure S1).

The above analysis showed that subtype C was introduced into
Senegal at multiple occasions. Iigure 2 shows in more details the
subtype C sequences that are most closely related to those
observed in Senegal. As described in Materials and Methods, only
sequences that branched with one or more sequences from
Senegal until the second ancestral node in the phylogenetic tree of
the 3,081 sequences, were used for this subtree. In addition to the
56 sequences from Senegal, 121 other subtype C sequences were
included (T'able S2), representing 5.7% of the total alignment.
Figure 2 shows the tree obtained by PhyML with strains colored
according to their geographic origin (the same tree with strain
names is available in Figure S2). HIV-1 strains from Zambia are
represented by a separate color in this tree because strains from
this country are frequently present. The majority of the subtype C
strains from Senegal and those from the MSM cluster (node C) are
falling in clusters (aLR'T" >85%) which are mainly represented by
strains from Zambia and other countries from southern Africa (for
example node A, E and F). Nevertheless, some strains from
Senegal are related to subtype C from east African countries
(majority Ethiopia: node D). Although the exact country at the
origin of the most recent common ancestor of the MSM strains
remains uncertain, this was most likely in southern Africa. The first
ancestral node to the MSM cluster (node B) suggests an origin in
Zambia, but this node is only supported with 83.7% aLR'T and
11% bootstrap values. The first ancestral node (node A), supported
by an alLRT value of 94.7% and a bootstrap value of 49%,
contains mainly strains from Zambia but also from other southern
African countrics. The Bayesian phylogenetic tree analysis
performed with MrBayes shows similar results (Figure S3).

Dating the subtype C epidemic in Senegal and MSM
population

We used a Bayesian MCMOC approach implemented in
BEASTv1.6.1 to estimate the dates of the most recent common
ancestors (MRCAs) for the subtype C sequences from Senegal in
the general population and for the subtype C epidemic in the
MSM  population. We used the Bayesian skyride population
growth model associated to three molecular clock models: strict,
relaxed uncorrelated lognormal, and relaxed uncorrelated expo-
nential. Moreover, we used four different priors on the average
substitution rate among branches with varying informative levels.
Figure 3 shows the resulting estimations of the MRCA dates for
the different models and priors used. More details are provided in
Table S3, including substitution rate estimations.

Bayes factors (BF) indicate that the relaxed exponential model
has a small advantage (BF in the 3 to 5 range) over the relaxed
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Table 1. HIV-1 subtype C strains from Senegal included in this study.

Strain identification Accession Number Year of isolation Population group Reference
90SN-90SE364 AY713416 1990 general population [53]
98SN-66HPD AJ583722 1998 general population [54]
99SN-159HALD AJ583716 1999 general population [54]
99SN-142HPD AJ583715 1999 general population [54]
98SN-39HALD AJ287005 1998 general population [55]
99SN-86HPD AJ583739 1999 general population [54]
04SN-MS003 FM210753 2004 MSM [15]
04SN-MS883 FM210752 2004 MSM [15]
04SN-MS855 FM210749 2004 MSM [15]
04SN-MS835 FM210745 2004 MSM [15]
04SN-MS821 FM210741 2004 MSM [15]
04SN-MS816 FM210740 2004 MSM [15]
04SN-MS779 FM210737 2004 MSM [15]
04SN-MS700 FM210736 2004 MSM [15]
04SN-MS540 FM210726 2004 MSM [15]
04SN-MS522 FM210725 2004 MSM [15]
04SN-MS492 FM210723 2004 MSM [15]
04SN-MS048 FM210722 2004 MSM [15]
04SN-MS481 FM210718 2004 MSM [15]
04SN-MS477 FM210717 2004 MSM [15]
04SN-MS475 FM210716 2004 MSM [15]
04SN-MS448 FM210712 2004 MSM [15]
04SN-MS422 FM210709 2004 MSM [15]
04SN-MS245 FM210699 2004 MSM [15]
04SN-MS029 FM210691 2004 MSM [15]
04SN-MS015 FM210689 2004 MSM [15]
04SN-MS011 FM210687 2004 MSM [15]
04SN-MS010 FM210686 2004 MSM [15]
04SN-MS007 FM210685 2004 MSM [15]
04SN-MS002 FM210684 2004 MSM [15]
03SN-980HALD FN599776 2003 general population [14]
03SN-965HALD FN599773 2003 general population [14]
02SN-5T10HALD FN599737 2002 general population [14]
99SN-67HDP FN599718 1999 general population [14]
09SN-SNA3-366 HM002544 2009 not known unpublished
08SN-SNA3-220 HM002517 2008 not known unpublished
08SN-SNA3-191 HM002515 2008 not known unpublished
07SN-SNA3-107 HM002507 2007 not known unpublished
02SN-260HALD HE588158 2002 general population this study
03SN-154HALD HE588157 2003 general population this study
03SN-321HALD HE588156 2003 general population this study
03SN-L065 HE588149 2003 general population this study
06SN-463HALD HE588155 2006 general population this study
07SN-2658HALD HE588150 2007 general population this study
07SN-2909HALD HE588151 2007 general population this study
07SN-2911HALD HE588152 2007 general population this study
07SN-2936HALD HE588153 2007 general population this study
07SN-3076HALD HE588154 2007 general population this study
00SN-102HALD HE588159 2000 general population this study
97SN-1119 HE588162 1997 general population this study
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Table 1. Cont.

HIV-1 Subtype C in Senegal

Strain identification Accession Number Year of isolation Population group Reference
02SN-478HALD HE588163 2002 general population this study
97SN-14Fann HE588165 1997 general population this study
97SN-25Fann HE588164 1997 general population this study
96SN-1083 HE588166 1996 general population this study
97SN-1186 HE588161 1997 general population this study
97SN-1189 HE588160 1997 general population this study

doi:10.1371/journal.pone.0033579.t001

lognormal model, which in turn is slightly better (BI in the 3 to
6 range) than the strict molecular clock. However, the relaxed
exponential model becomes non-informative when non- or
poorly informative priors on the substitution rate are used
(U[0,1] and N[2.5x107% 10x107%], see Materials and
Methods), which reveals spurious peaks leading to very large
(up to ~400 years) 95% Highest Posterior Density (HPD)
intervals and unrealistic estimates. Except in these two cases, the
results with all models and priors are quite consistent. As
expected, when we used more informative priors we obtained
more restricted 95% HPD intervals. Nevertheless, the median
date estimates of the MRCAs of subtype G in the general
population of Senegal and for the MSM cluster are similar for
all models and priors, indicating likely epidemic origins in the
early 80’s, in the MSM population. The MRCA for the subtype
C strains that entered at multiple occasions into the general
population (i.e. heterosexual or mother to child transmission), is
estimated in the early 70’s.

To illustrate in more detail the MRCA of the subtype C strains
in the MSM population and their relation to the other HIV-1 C
strains from Senegal, the maximum clade credibility (MCC) tree
with time scale obtained from BEAST is shown in Figure 4. We
sce the same MSM cluster as in the phylogeny of Figure 2 (see also
Figure S2 and S3), and the early 70’s and 80’s dates for the
MRCAs of general and MSM population respectively.

We verified whether presence of drug resistance mutations
could have an impact on MRCA dates and substitution rate
estimations. Therefore calculations were repeated on the three
different molecular clock models and for the four priors on an
alignment where 43 codon positions known to be associated with
major resistance mutations were removed. This analysis showed
no significant difference, compared to the results obtained with the
complete alignment (Table S3 for details on estimations and
Figure S4 for the MCC tree with time scale).

Finally, our reconstruction of the demographic history of HIV-1
C in Senegal identified an initial, slow growth phase until the end
of the 70’s followed by a period of quick exponential-like growth at
the end of the 90’s where the epidemic growth became slower
(Figure 5).

Discussion

In this study we analyzed the geographical origins and
introduction dates of HIV-1 subtype C in Senegal in order to
better understand the evolutionary history of this subtype which
predominates today in the MSM population [15]. Our evolution-
ary reconstructions suggest that multiple subtype C viruses with a
common ancestor originating in the early 1970s entered the
country, followed by a sharp growth of the effective number of
infections over the next decade.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

This analysis of more than 3,000 globally collected reference
sequences most likely provides an adequate representation of
global subtype C diversity, and provides also additional informa-
tion on the subtype C epidemic in other continents. The
phylogenetic tree analysis showed several major clusters of subtype
C sequences, mainly related to the continent of origin, like Asia,
Southern America or Africa, except for FEurope. Interestingly,
among the African strains, a separate cluster of strains derived
from patients living in east African countries was observed [18],
and subtype C strains from Europe do not form a separate cluster
and are interspersed among the different continents and major
clusters. Our data also confirm the previously reported link of the
subtype C epidemic in Brazil with east Africa [19-22].

Our analyses with various methods (PhyML, MrBayes and
BEAST) showed a significantly well-supported cluster which
contained all subtype C strains that circulate among MSM in
Senegal. The MSM cluster and other strains from Senegal are
widely dispersed among the different subclusters of African strains,
suggesting multiple introductions of subtype C into Senegal from
many different southern and also eastern African countries. More
detailed analyses showed that the majority of the HIV-1 C strains
from Senegal, including those circulating among MSM, are more
closely related to strains from southern African countries, mainly
Zambia. The cluster of subtype C strains derived from the MSM
population includes also strains from HIV-1 infected men from
Senegal, who were not identified as MSM. Homosexuality is illegal
in Senegal and male-to-male sex is condemned by political and
religious authorities and by the general population, therefore most
MSM keep their sexual life secret, including from their own family
and more than 90% of MSM reported having sex also with
women [17]. Thus, these additional strains in the MSM cluster are
most likely from individuals with male-to-male sex activities.
Subtype C in MSM may have its origin directly from southern
Africa but it is also possible that the ancestor of this subtype C
cluster circulated already for a certain period in the general
population in Senegal before it was introduced into the MSM
group.

The wide diversity and multiple introductions of subtype C fit
also with the distribution of the HIV-1 variants in the general
population in Senegal. Several studies showed that in addition to
CRF02_AG, many other HIV-1 subtypes and CRIs are also
present in the country, reflecting multiple introductions [10,12—
14]. This is most likely related to the important trading activity
and travel links of the country with many other African countries
[23,24]. Our estimates suggest that the MRCA of the subtype C
strains that entered Senegal was in the early 1970’s, about 10-15
years before the description of the first HIV-1 AIDS case in the
country or the first HIV-1 subtype C strain in 1988 in Senegal
[25]. The MRCA date estimate of subtype C in Senegal is
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Table 2. Numbers of HIV-1 subtype C strains from different
countries that were included in this study.
Continent  Country Number %
Africa 2087 67.73
Botswana 133 432
Burundi 91 295
Democratic Republic of Congo 19 0.62
Djibouti 1 0.03
Equatorial Guinea 1 0.03
Eritrea 2 0.06
Ethiopia 99 321
Gabon 1 0.03
Kenya 4 0.13
Malawi 71 230
Mali 1 0.03
Mozambique 98 3.18
Niger 4 0.13
Senegal 56 1.82
Somalia 1 0.03
South Africa 689 2236
Sudan 10 0.32
Swaziland 47 1.53
Tanzania 82 2,66
Uganda 16 0.52
Zambia 633 20.55
Zimbabwe 28 0.91
America 299 9.71
Argentina 8 0.26
Brazil 253 8.21
Cuba 25 0.81
Honduras 1 0.03
United States of America 9 0.29
Uruguay 2 0.06
Venezuela 1 0.03
Asia 380 12.33
China 7 0.23
India 355 11.52
Israél 5 0.16
Myanmar 1 0.03
Philippines 1 0.03
Russia 1 0.03
South Korea 2 0.06
Taiwan 1 0.03
Yemen 7 0.23
Europe 315 10.22
Austria 3 0.10
Belgium 35 1.14
Cyprus 8 0.26
Czech Republic 11 036
Danmark 21 0.68
Finland 6 0.19

HIV-1 Subtype C in Senegal

Table 2. Cont.

Continent  Country Number %
France 7 0.23
Georgia 1 0.03
Germany 7 0.23
Greece 3 0.10
Italy 22 0.71
Luxemburg 3 0.10
Norway 16 0.52
Poland 2 0.06
Portugal 28 0.91
Roumania 35 1.14
Slovakia i 0.03
Spain 26 0.84
Sweden 64 2.08
Switzerland 2 0.06
The Netherlands 8 0.26
Ukraine 3 0.10
United Kingdom B 0.10

Total 3081

doi:10.1371/journal.pone.0033579.t002

relatively close to those estimated in other African countries, like
1966 for subtype C in Ethiopia [26], beginning of the 70’s for
Zimbabwe [27] or in the late 60’s for Malawi [28]. As expected,
we found that MRCA of subtype C in Senegal is not specific,
because multiple introductions occurred, and our MRCA date
estimate corresponds most likely to those of subtype C strains
outside Senegal. In contrast to southern African countries, subtype
C did not become the predominant strain in Senegal and did only
spread efficiently in the MSM population, underlining the
mmportance of high risk behavior in spread of viruses [29]. The
MRCA of subtype C in the MSM population is estimated in the
carly 80°s and is the result of a single introduction. This estimate
coincides with the period where the HIV-1 C epidemic started a
quick exponential-like growth phase in Senegal for nearly 15 years
according to the Bayesian skyride analysis.

Our study showed also that analysis of alignments with or
without codons that are associated with drug resistance did not
have a significant impact on phylogenetic clustering or on MRCA
date and substitution rate estimations. Among the different
molecular clock models used, Bayes factors suggested the use of
the relaxed exponential molecular clock above the most frequently
used relaxed lognormal molecular clock. However, the very large
confidence intervals and convergence problems with the expo-
nential model with poorly informative priors, and the almost
similar results with informative priors for both models are
probably at the basis for the preferential use of the relaxed
lognormal molecular clock model for HIV.

Previous studies suggest that subtype C could spread more
efficiently due to the predominance of CCR3 variants or a
stronger predisposition for localization in the female genital
mucosa than other subtypes, which may facilitate both vertical and
heterosexual transmission [30-33]. Increase of subtype C could
also have implications on treatment because other subtype C
specific mutations have been documented and commercial drug
resistance assays cannot correctly test subtype C infections [2,34-
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Figure 1. Maximum likelihood phylogenetic tree based on 3,081 HIV-1 subtype C po/ sequences. Maximum likelihood (PhyML)
phylogenetic tree based on 1,011 nucleotide sites of pol gene sequence (nucleotides 2,253-3,263 of HXB2 coordinates) from 3,081 HIV-1 subtype C
isolates. Sequences were isolated in the countries shown in Table 2. Sequences are colored to their region of origin: Senegal in red, Southern African
countries (South-Africa, Botswana, Malawi, Mozambique, Swaziland, Zambia and Zimbabwe) in orange, other African countries (mainly from the East)
in yellow, North and South America in purple, Asia in green and Europe in blue. The branch support (aLRT) of clade A, B, C and MSM are of 73%, 76%,

82% and 99% respectively.
doi:10.1371/journal.pone.0033579.g001

36]. A cross-sectional study of women in Kenya indicated that
women infected with subtype C had a higher viral load and lower
CD4 counts than those infected with subtypes A and D, which
could also have an impact on pathogenesis and transmission [37].
Therefore, it is important to continue to monitor HIV-1 subtype/
CRF distribution among different population groups in Senegal.
However, in order to be able to compare trends over time, such
studies should be organized in a standardized way. For example,
WHO proposed standardized protocols for surveillance of drug
resistance mutations in recently infected individuals [38]. These
studies can be combined with subtype/CRF characterization.

?@_: PLoS ONE | www.plosone.org

Because MSM reported having sex also with women, they could
potentially serve as a bridge between high-risk men and low-risk
women. This sexual mixing pattern might contribute in the future
to the subsequent increase of subtype C in the general population.
An increase from 4% in 2000 to almost 10% between 2000 and
2010 among the general population in Senegal has already been
observed, and subtype C sequences recently obtained from HIV-1
C infected women in 2011 that cluster within the clade of strains
from the MSM population have now been observed (Coumba
Toure Kane, unpublished results). Understanding the origins and
dispersal patterns of HIV-1 clades at regional and country levels is
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Figure 2. Maximum likelihood phylogenetic tree constructed from 56 HIV-1 C po/ sequences from Senegal and 121 close relatives.
Detailed maximum likelihood (PhyML) phylogenetic tree constructed using 1,011 nucleotide sites of pol gene sequence (nucleotides 2,253-3,263 of
HXB2 coordinates) from 177 HIV-1 subtype C isolates from Senegal and close relatives (see text). Branch support values (bootstrap and aLRT) are
displayed (see figure legend). Colors indicate the geographic origin and sequences were isolated in the following countries: 56 in red from Senegal,
25 in orange from Zambia, 49 in yellow from southern Africa (Botswana 6; Mozambique 5; Swaziland 2; South Africa 35; Zimbabwe 1), 12 in green
from East Africa (Burundi 2; Ethiopia 9; Kenya 1; Sudan 2), 3 in blue from other African countries (DRC 1; Equatorial Guinea 1; Gabon 1) and 30 in black
from European and Asian countries (Belgium 4; China 1; Germany 2; Denmark 1; Spain 5; France 1; Greece 1; Israel 1; India 1; Italia 1; Luxembourg 1;

Norway 2; Portugal 2; Sweden 7).
doi:10.1371/journal.pone.0033579.g002

useful to improve the characterization and control of HIV spread.
Continuous monitoring of HIV variants seems necessary to adapt
treatment and vaccine strategies to be efficient against local and
contemporary circulating HIV variants.

Materials and Methods

Nucleotide sequence dataset

In order to increase the number of sequences and to cover a
wide geographic range, we used the pol region for our analysis. Pol
sequences are highly studied because they are the target of
antiretroviral drugs. A total of 56 subtype C pol gene sequences
from Senegal were used in this study. Thirty-eight were obtained

@ PLoS ONE | www.plosone.org

from the Los Alamos HIV sequence database (www.hiv.lanl.gov)
from previously published reports and eighteen were newly
characterized from ongoing molecular epidemiology and/or drug
resistance studies mainly in Dakar, the capital city of Senegal
(Table 1). We downloaded only sequences that were at least 1,000
nucleotides in length and spanning the genomic region which
covers protease and majority of RT in pol between positions
2,253-3,263 on the HXB2 genome. Sequences were from blood
samples collected between 1990 and 2009. In addition, all
available subtype C sequences spanning the same genomic region
and for which country of origin and sampling year were known,
were also downloaded from the Los Alamos HIV database (www.
hiv.lanl.gov). We then submitted all the sequences to the REGA
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Figure 3. Dating the subtype C epidemic in general and MSM populations in Senegal. Coalescent based estimations (BEAST) and 95%
highest posterior density (HPD) intervals of the MRCA dates of 56 HIV-1 subtype C pol sequences obtained from the general and the MSM population.
Results are displayed for all tested substitution rate priors and molecular clock models, except for relaxed exponential with both less informative
priors which provides very large 95% HPD intervals and shows convergence problems (see Table S3 for detailed results, including substitution rate
estimations).

doi:10.1371/journal.pone.0033579.g003
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Figure 4. Bayesian tree with timescale of 56 HIV-1 C po/ sequences from Senegal. Maximum clade credibility tree with time scale obtained
with BEAST using 1,011 nucleotide sites of pol gene sequences (nucleotides 2,253-3,263 of HXB2 coordinates) from 56 HIV-1 subtype C isolates from
Senegal. This tree is obtained using the relaxed uncorrelated lognormal molecular clock model and moderately informative substitution rate prior
(Normal: 2.5x1073,7.5x10~*). Clades with posterior probabilities =95% are indicated by diamonds. MSM isolates are colored in red.
doi:10.1371/journal.pone.0033579.9004
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Figure 5. Bayesian skyride plot of HIV-1 C demographic growth in Senegal using 56 po/ sequences. Estimates of HIV-1 C effective
number of infections (N,) over time from 56 Senegalese pol sequences using a Bayesian skyride plot in BEAST with relaxed uncorrelated lognormal
molecular clock and moderately informative substitution rate prior (ucld.mean Normal: 2.5x1073, 7.5x10™%). The X-axis represents the time in year.
The Y-axis represents the HIV-1 effective number of infections (log, scale). The black line marks the median estimate for N, and the blue shadow

region displays the 95% highest posterior density (HPD) interval.
doi:10.1371/journal.pone.0033579.g005

subtyping tool v.2 to confirm subtype assighments and to eliminate
eventual intersubtype recombinants [39,40]. We selected one
sequence per individual when sequential sequences were available
or when sequences were epidemiologically linked by direct donor—
recipient transmission.

HIV-1 pol sequencing

The 18 new HIV-1 pol sequences were obtained with an in-
house technique as previously described [41]. Briefly, RNA was
extracted using the QIAamp Viral RNA extraction kit (Qiagen
SA, Courtabeauf, France) and processed for reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) with the integrase specific
primer IN3 5’-TCTATBCCATCTAAAAATAGTACTTTCCT-
GATTCC-3" using the Expand reverse transcriptase (Roche
Diagnostics, Meylan, France) according to the manufacturer’s
instructions. The resulting ¢cDNA served as template in the
subsequent nested PCR reaction during which a 1,865 base pairs
fragment, corresponding to the protease and the first 440 amino
acids of the reverse transcriptase region of the po/ gene, was
amplified with previously described primers and cycling conditions
using the Expand Long Template PCR system (Roche Diagnos-
tics, Meylan, France). The amplified HIV-1 nucleic acid fragments
were purified using the Geneclean Turbo Kit (Q-Biogen,
MPbiomedicals, France) and directly sequenced with primers
encompassing the pol region using BigDye Terminator version 3.1
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) according to the
manufacturer’s instructions. Electrophoresis and data collection
were done on an Applied Biosystems 3130XL Genetic Analyzer.
The sequenced fragments from both strands were reconstituted
using Seqman II from the DNAstar package v5.08 (Lasergene,
Madison, WI, USA).

Sequence alignment and phylogenetic tree analysis
The 18 newly obtained sequences were aligned with the
alignment of subtype C sequences downloaded from the Los

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Alamos HIV database, using the L-INS-i method from MAFFT
[42,43], and then manually edited with MEGAS [44]. The HXB2
subtype B prototype strain was used as outgroup. In order to study
potential bias due to drug-induced convergent evolution, all our
analysis were also repeated on an alignment for which we removed
43 codon positions known to be associated with major resistance
mutations according to the WHO-list of 2009 [45]. The following
positions were excluded for protease (23, 24, 30, 32, 46, 47, 48, 50,
53, 54, 73, 76, 82, 83, 84, 85, 88, 90) and R'I" (41, 63, 67, 69, 70,
74,75, 77, 100, 101, 103, 106, 115, 116, 151, 179, 181, 184, 188,
190, 210, 215, 219, 225, 230), leaving 882 nt in the final
alignment. Both complete (1,011 nt) and restricted (882 nt)
sequence alignments are available from the authors upon request.
Maximum Likelihood phylogenies were inferred using the
GTR+I+I'4 nucleotide substitution model recommended by [46]
and implemented in PhyML v3.0 [47]. The SPR option was
selected to search the tree space and alLRT SH-like branch
supports were used to assess confidence in topology [48]. The
phylogenetic tree was drawn with FIGTREE (tree.bio.ed.ac.uk/
software/figtree/).

In order to better determine and visualize the relationship of the
subtype C sequences from Senegal to those from other geographic
areas, another phylogenetic analysis was performed with less
sequences. For this subtree, we collected from the large, previous
phylogenetic tree, all descendant sequences of nodes that are first
or second level ancestor of at least one sequence from Senegal (i.e.,
all Senegalese sequences plus their sisters and close relatives). A
phylogeny was then inferred, using the same method and options
as described above, but in addition to aLRT we ran a non-
parametric bootstrap with 100 replicates to obtain a second
assessment of branch supports. A phylogenetic analysis on this
subset of sequences was also inferred using MrBayes v3.1 [49] with
the same substitution model as for the maximum likelihood tree,
and with chain length and tree sampling frequency of 5x107 and
1x10* generations, respectively. A burn-in of 2,000 sampled trees
(il.e. ~40%) was selected. By the end of the run, the average
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standard deviation of split frequencies was below 0.01 and the
potential scale reduction factor of every parameter was in the
range [0.999, 1.001], except the parameter pinvar which is at
1.002, proving the convergence of the Markov chains (see
MrBayes manual).

Dating the introduction of subtype C in Senegal and
MSM population

Estimates of the substitution rate and dates of the most recent
common ancestor (MRCA) of subtype C in Senegal and in the
sub-epidemic in MSM were obtained using BEAST v1.6.1 [50].
The 56 pol gene subtype C sequences from Senegal were analyzed
under a GTR+I+I'4 substitution process (as for phylogenetic
analyzes). We used three different molecular clock models (strict
clock, relaxed uncorrelated exponential and relaxed uncorrelated
lognormal) [51] as implemented in BEAST with a Bayesian
skyride tree prior as a coalescent demographic model with time-
aware smoothing [52]. For the parameters of each molecular clock
model (ucld.mean, uced.mean and clock.rate for the relaxed
lognormal, relaxed exponential and strict molecular clock
respectively) we tested a total of four different priors, one non-
informative prior based on a uniform distribution (between 0.0
and 1.0) and three priors with varying information levels based on
normal distribution with a mean of 2.5x107° (based on
estimations from a previous study [27] in the same genomic
region and as estimated by Path-O-Gen: tree.bio.ed.ac.uk/
software/pathogen/) and standard deviations of 10x107*,
7.5%x107% and 5.0x107%, respectively.  For the ucld.stdev
parameter (representing the variability of the rates among
branches for the relaxed lognormal molecular clock) we used a
prior based on an exponential distribution with mean of 0.1
(personal communication with A. Drummond). MCMC simula-
tions were run for 2.5x10% chain steps with sub-sampling every
2.5x10° steps. Convergence of the chains was inspected using
Tracer v.1.5. For each tested prior and for each parameter,
eflective sample size (ESS) values were always above 300. The
Bayes I'actor was calculated to compare molecular clock models,
using marginal likelihood as implemented in Tracer v.1.5. The
Maximum Clade Credibility with time scale (MCC) tree was
obtained by TreeAnnotator v1.6.1 with a burn-in of the first
hundred trees.

Supporting Information

Figure S1 Maximum likelihood phylogenetic tree based
on 3,081 HIV-1 subtype C pol sequences, without codons
associated to drug resistance in PR and RT. Maximum
likelihood phylogenetic tree (PhyML, with the same options as for
the tree in Figure 1) based on 882 nucleotide sites of pol gene
sequence from 3,081 HIV-1 subtype C isolates; nucleotide sites
with coordinates 2,253-3,263 of HXB2 are included, but codon
positions known to be associated with major resistance mutations
according to the WHO-list of 2009 were removed (see Materials
and Methods). Sequences were isolated in the countries shown in
Table 2. Sequences are colored according to their region of origin:
Senegal in red, Southern African countries (South-Africa,
Botswana, Malawi, Mozambique, Swaziland, Zambia and Zim-
babwe) in orange, other African countrics (mainly from the East)
in yellow, North and South America in purple, Asia in green and
Europe in blue. The branch support (alLRT) of clades A, B, C and
MSM are respectively of 94%, 92%, 83% and 96%.

JPG)

Figure S2 Maximum likelihood phylogenetic tree con-
structed of 56 HIV-1 C pol sequences from Senegal and
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121 close relatives. Detailed maximum likelihood (PhyML)
phylogenetic tree constructed using 1,011 nucleotide sites of pol gene
sequence (nucleotides 2,253-3,263 of HXB? coordinates) from 177
HIV-1 subtype C isolates from Senegal and close relatives (see
Materials and Methods) as shown in Figure 2 but names of the
strains are added. Branch support values (bootstrap and alLR'l’) are
displayed (see figure legend). Colors indicate the geographic origin
and sequences were isolated in the following countries: 56 in red
from Senegal, 25 in orange from Zambia, 49 in yellow from
southern Africa (Botswana 6; Mozambique 5; Swaziland 2; South
Africa 35; Zimbabwe 1), 12 in green from East Africa (Burundi 2;
Ethiopia 9; Kenya 1; Sudan 2), 3 in blue from other African
countries (DRC 1; Equatorial Guinea 1; Gabon 1) and 30 in black
from European and Asian countries (Belgium 4; China 1; Germany
2; Denmark 1; Spain 5; France 1; Greece 1; Israel 1; India 1; Italia
1; Luxembourg 1; Norway 2; Portugal 2; Sweden 7).

(TIFF)

Figure S3 Bayesian phylogenetic tree of 56 HIV-1 C pol
sequences from Senegal and 121 close relatives. Detailed
Bayesian phylogenetic tree (MrBayes, same model and similar
options as for the tree in Figure 2, see Materials and Methods)
constructed using 1,011 nucleotide sites of pof gene sequence
(nucleotides 2,253-3,263 of HXB2 coordinates) from 177 HIV-1
subtype C isolates from Senegal and close relatives. Clades with
posterior probabilities =95% are shown. Colors indicate the
geographic origin of the sequences, which were isolated in the
following countries: 56 in red from Senegal, 25 in orange from
Zambia, 49 in yellow from southern Africa (Botswana 6;
Mozambique 3; Swaziland 2; South Africa 35; Zimbabwe 1), 12
in green from East Africa (Burundi 2; Ethiopia 9; Kenya 1; Sudan
2), 3 in blue from other African countries (DRC 1; Equatorial
Guinea 1; Gabon 1) and 30 in black from European and Asian
countries (Belgium 4; China 1; Germany 2; Denmark 1; Spain 5;
France 1; Greece 1; Isracl 1; India 1; Italia 1; Luxembourg 1;
Norway 2; Portugal 2; Sweden 7).

(TIFF)

Figure S4 Bayesian tree with timescale of 56 HIV-1 C
pol sequences from Senegal, without sites associated to
major, known resistance in PR and RT. Maximum clade
credibility tree with time scale obtained with BEAST using 1,011
nucleotide sites of pol gene sequences (nucleotides 2,253-3,263 of
HXB2 coordinates) from 56 HIV-1 subtype C isolates from
Senegal. This tree is obtained using the relaxed uncorrelated
lognormal molecular clock model and moderatel}/ informative
substitution rate prior (Normal: 2.5x10™%, 7.5x10™ ). Clades with
posterior probabilities =95% are indicated by diamonds. MSM
isolates are colored in red.

(TTFF)

Table S1 Genbank accession numbers per country of
subtype G HIV-1 strains included in the study.
DOC)

Table $2 Details of the strains included in the restricted
phylogenetic tree analysis from Figures 2, S2 and S3.

(PDF)

Table S3 Dating the subtype C epidemic in general and
MSM populations in Senegal. Coalescent based estimations
(BEAST) and 95% highest posterior density (HPD) intervals of the
MRCA dates and substitution rates of 56 HIV-1 subtype C pol
sequences obtained from the general and the MSM population.
Results are displayed for all tested substitution rate priors and
molecular clock models.

(PDF)
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Chapitre 6
Histoire épidémiologique du sous-type C du
VIH-1 dans la pandémie mondiale

Le sous-type C du virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) est responsable de
prés de 50% des infections mondiales au VIH-1, mais il est surtout prévalent en Afrique australe,
en Afrique de I'est, en Inde et au sud du Brésil. Certaines études d’épidémiologie moléculaire mon-
trent que ce variant génétique s’est propagé au Brésil et en Inde a partir du Burundi et de
I’Afrique du Sud respectivement. Ces études se basent systématiquement sur un échantillon réduit
des souches disponibles et les migrations du sous-type C au sein méme de I’Afrique restent mal
connues. Nous proposons une étude visant a connaitre 'origine géographique de I'épidémie du
sous-type C, ainsi que ses migrations dans le monde entier, incluant I’Afrique, en utilisant toutes
les souches disponibles de ce variant plus 528 souches séquencées par I’équipe TransVIHMI. La
phylogénie obtenue, comprenant plus de 3 600 souches, est difficilement interprétable « a la
main ». Plusieurs indices basés sur les transitions entre pays (reconstruites par parcimonie) sont
proposés afin de donner une vision synthétique des flux migratoires du sous-type C a I’échelle
mondiale. Le logiciel PhyloType est ensuite utilisé pour mettre en valeur des liens entre les événe-
ments fondateurs probables. La plupart des flux migratoires du sous-type C décrits dans la littéra-
ture sont observés, par exemple le lien entre le Brésil et le Burundi, et d’autres sont différents, par
exemple, la Zambie est suggérée étre a 'origine de I’épidémie en Inde. En Afrique, ce variant se

propage indépendamment de la Zambie, épicentre de I'épidémie, vers I’Afrique australe et vers

I'Afrique de I'est.
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6.1 Introduction

Les erreurs lors de la rétrotranscription, les phénomenes de recombinaison, la pression de sélec-
tion immunitaire et médicamenteuse, un fort taux de réplication virale ont donné lieu a de nom-
breuses variantes génétiques du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) que 'on homme sous-
types ou formes recombinantes circulantes (circulating recombinant forms, CRF) (Rambaut et al,

2004). Ceci est le résultat de I'adaptation du virus a son environnement (Brun-Vézinet et al, 1999).

De ce fait, les souches du groupe pandémique du VIH-1 (groupe M) présentent une diversité gé-
nétique importante. Elles sont répertoriées dans 9 sous-types (A a D, F a H, J et K), 6 sous-sous-types
(A1 a3 A4, FletF2)et51 CRF(CRFO1_AE a CRF51_01B) ; sans compter les nombreuses formes recom-
binantes uniques découvertes (unique recombinant forms, URF). Le variant génétique du groupe M le
plus répandu est, sans conteste, le sous-type C (VIH-1C). Ce sous-type est responsable de 48,23% des
infections mondiales liées au VIH-18, mais sa distribution géographique est hétérogéne et en cons-
tante évolution. Cette distribution géographique hétérogene est la résultante de nombreux facteurs,
tant biologiques que sociologiques (Perrin et al, 2003). En effet, le VIH-1C a une virulence moindre
par rapport a celle des autres sous-types (Abraha et al, 2009) et donc une phase asymptomatique
plus longue, laissant plus d’opportunité de transmission (Arién et al, 2007). Le sous-type C a aussi une
prédisposition plus élevée a se localiser dans les muqueuses génitales des femmes (Walter et al,

2009) favorisant ainsi la transmission par contact hétérosexuel.

L’épidémie du VIH en Afrique australe, en Ethiopie et en Inde est presque exclusivement due au

sous-type C. Pour ces pays, les études épidémiologiques estiment respectivement que 98,31%,

® D’aprés Hemelaar et al. (2011), sur la période 2004-2007.



Chapitre 6 147

97,44% et 97,77% des infections au VIH-1 sont dues au sous-type C. Elles ont aussi montré que deux
épidémies différentes du sous-type C (C et C’') co-circulent en Ethiopie (Abebe et al, 2000), proba-
blement d’origine différente. Dans le reste de I’Afrique, le sous-type C est aussi observé a I'est, ou il
est responsable de 22,97% des infections (Ethiopie exclue)?, avec une forte prévalence au Burundi,
ou il est responsable de plus de 80% des infections (Vidal et al, 2007; Koch et al, 2001), et au centre
ou il est responsable de 5,75% des infections®, notamment a Lubumbashi et a Mbuji-Mayi, deux villes
situées au sud de la République Démocratique du Congo (RDC), ou il est responsable de 51,3% et de
16,3% des infections respectivement (Vidal et al, 2005, 2000). A I'ouest et au nord de I'Afrique le
sous-type C est assez rare (<1%°). Toutefois, il est retrouvé avec une prévalence de 40% chez les
MSM sénégalais (Ndiaye et al, 2009) (cf. Chapitre 5). Sur le continent américain, le sous-type C est
surtout prévalant au sud du Brésil (Soares et al, 2005) et il est aussi observé dans quelques autres
pays voisins, comme |’Argentine ou I'Uruguay (Carrion et al, 2004). En Amérique du nord et centrale
des cas sont observés mais restent rares (Sides et al, 2005; Cuevas et al, 2002). En Asie (sauf Inde), la
prévalence du sous-type C est faible (2,93%>°), mais elle est élevée en Océanie (particulierement aux
fles Fidji (Ryan et al, 2009) et en Papouasie-Nouvelle-Guinée (Ryan et al, 2007)) ou le VIH-1C est res-
ponsable de 66,34% des infections®. En Europe, le sous-type C est trés peu prévalant et est souvent
observé chez des patients qui ont des liens avec I’Afrique (Paraschiv et al, 2011; Giuliani et al, 2009;

Vercauteren et al, 2008; Tatt et al, 2004; Couturier et al, 2000; Alaeus et al, 1997).

L'émergence ou l'introduction d’un nouveau variant dans une population donnée, ol un autre va-
riant génétique est déja prédominant, peut provoquer des phénoménes de recombinaison lors des
co- ou surinfections. C'est le cas de l'introduction du sous-type C chez les utilisateurs de drogues
intraveineuses (intravenous drug users, IDU) en Asie de I'est, ou le sous-type B était prédominant, qui
engendra I'épidémie des CRFO8_BC et CRFO7_BC (Takebe et al, 2010). Au sud du Brésil, I'introduction

du sous-type C a produit I'épidémie du CRF31_BC (Passaes et al, 2009).

L'origine et la diffusion des virus restent d’un intérét majeur pour les épidémiologistes, car la di-
versité génétique peut avoir des conséquences sur |'efficacité d’outils diagnostiques (sérologiques
et/ou moléculaires), le développement de résistances aux antirétroviraux, la pathogénicité virale ou
la possibilité de développement d’un vaccin. Depuis I'avénement de la phylogénie moléculaire, de
nombreuses méthodes permettent aujourd’hui de répondre aux questions relatives a la dynamique
des épidémies, sur la base des séquences nucléotidiques. La plupart de ces méthodes utilisent ou
inferent un arbre phylogénétique et déduisent, a partir de celui-ci, les régions géographiques corres-

pondantes aux nceuds ancestraux de I'arbre connaissant celles associées aux souches contempo-

? Ce chiffre prend en considération quelques pays de I'Europe de I'est.
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raines (représentées par les feuilles dans I'arbre). Par exemple, Véras et al. (2011a) utilisent le prin-
cipe de parcimonie (décrit a la fin du Chapitre 1) et Faria et al. (2011) utilisent une méthode bayé-
sienne implémentée dans la suite de logiciels BEAST. Cette branche de la phylogénie moléculaire
porte le nom de phylogéographie dont Avise (2000) donne la définition suivante : « field of study
concerned with the principles and processes governing the geographical distributions of geographical

lineages, especially those within and among closely related species ».

Des études phylogénétiques de ce type décrivent déja les migrations de I'épidémie du VIH-1C (de
Oliveira et al, 2010; Bello et al, 2008; Fontella et al, 2008; Qiu et al, 2005; Gehring et al, 1997; Die-
trich et al, 1995). L'épidémie du sous-type C en Afrique du Sud s’est propagée en Inde suite a un éve-
nement fondateur d’origine inconnue (Shen et al, 2011; Dietrich et al, 1995, 1993), puis s’est intro-
duite en Chine ou quelques souches virales se sont recombinées avec du sous-type B (plus précisé-
ment avec un sous-cluster particulier du B, appelé B’ ou Thai B) pour former les recombinants
CRFO8 BC et CRFO7_BC qui circulent chez les IDU (Qiu et al, 2005). L’épidémie du sous-type C qui
sévit en Ethiopie s’est répandue en Israél en 1991 a la suite de I'opération Salomon qui permit a plus
de 14 000 juifs d’Ethiopie de rejoindre I'lsraél (Gehring et al, 1997). Notons que ce variant est resté
endémique a cette communauté sur le territoire israélien. En Amérique du sud, I'épidémie du sous-
type C a pour centre de dispersion le sud du Brésil (Véras et al, 2011a; de Oliveira et al, 2010; Jones
et al, 2009; Bello et al, 2008; Fontella et al, 2008), puis s’est répandue en Argentine et en Uruguay
par le biais d'immigrants et de touristes (Carrion et al, 2004). Dans la littérature, I'introduction du
sous-type C sur le territoire d’Amérique Latine a connu plusieurs origines géographiques différentes.
Cependant I’hypothése la plus citée reste celle de I'Afrique de I'est (le Burundi est souvent mention-
né). Récemment, de Oliveira et al. (2010) suggérent que I'épidémie s’est propagée du Burundi vers
I’Angleterre puis de I'Angleterre vers le Brésil, mais Véras et al. (2011a) apportent une controverse a
cette théorie. En revanche, toutes ces études s’accordent sur le fait que I'origine de I'épidémie du
VIH-1C en Amérique du sud est monophylétique (ou avec un nombre faible d’introductions margi-

nales).

Malgré le nombre grandissant d’études de ce genre, a notre connaissance, aucune ne montre ou
ne discute de I'origine exacte de I'épidémie du VIH-1C, qui, au vu des informations relevées dans la
littérature, semble étre en Afrique. De plus, aucune donnée générale sur le mouvement de
I’épidémie du sous-type C en Afrique n’est disponible. Seule observation a noter, les souches collec-

tées en Afrique de I'est se regroupent dans un cluster (Thomson & Fernandez-Garcia, 2011).

La plupart de ces études moléculaires utilisent seulement une partie des souches disponibles. En

effet, ces études utilisent généralement des méthodes probabilistes, lourdes en temps de calcul, qui
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permettent rarement de dépasser quelques centaines de séquences. Cependant, la sélection de
souches peut introduire un biais dans les résultats. L'exemple du réle de I’Angleterre dans I'origine
de I'épidémie du VIH-1C en Amérique du sud est caractéristique : de Oliveira et al. (2010) se sont
restreint a certaines séquences et en ont déduit que I’Angleterre a eu un réle dans la diffusion de
I’épidémie au Brésil. L'étude de Véras et al. (2011a) utilise les mémes souches d’Angleterre mais avec
une couverture plus large de souches du VIH-1C collectées en Amérique du sud et trouve des conclu-

sions différentes.

Nous présentons ici la premiére étude de phylogénie moléculaire visant a retracer I’histoire épi-
démiologique mondiale et I'origine du VIH-1C. Pour ce faire, nous inférons une phylogénie contenant
toutes les souches du VIH-1C disponibles, sans aucune sélection aléatoire ou arbitraire. Elles pro-
viennent de la base de données sur le VIH du laboratoire de Los Alamos, soit 3 081 séquences utili-
sées dans cette étude (cf. Chapitre 5), auxquelles nous ajoutons 528 séquences collectées en Afrique,
continent suspecté d’étre a I'origine de I'épidémie du VIH en général et donc aussi du sous-type C. A
I'aide de cette phylogénie et de la connaissance de I'origine géographique des souches nos objectifs
sont de : 1) déterminer I'origine géographique de I'épidémie du VIH-1C ; 2) connaitre les voies ayant
mené a la diffusion de ce variant a travers le monde. Toutefois, une telle phylogénie, associée aux
origines géographiques des séquences, est trés difficilement interprétable de facon manuelle et né-
cessite |'utilisation d’outils ou logiciels permettant les analyses phylogénétiques d’un grand nombre
de souches dans un temps relativement court. Aussi, nous proposons deux manieres différentes mais
complémentaires pour analyser ces données, utilisant toutes deux le principe de parcimonie (détaillé
a la fin du Chapitre 1). La premiére utilise des indices basés sur les transitions entre pays (recons-
truites par parcimonie) pour donner une information synthétique retracant les grandes tendances
(pays donneurs ou receveurs, symétrie des échanges, etc.). Ces indices sont proches de ceux propo-
sés par Slatkin et Maddison (1989) ou encore Salemi et al. (2005) aussi définis a partir du nombre de
transitions entre annotations. Associés a des sorties graphiques appropriées, ces indices permettent
trés rapidement de se faire une idée globale sur I'épidémie. La seconde approche est basée sur I'outil
PhyloType (Chevenet, Jung, de Oliveira et Gascuel, en cours de soumission) qui permet d’identifier
des évenements fondateurs probables, comme par exemple I'introduction du VIH-1C au Brésil ou
chez les MSM du Sénégal. La section suivante présente les méthodes et logiciels utilisés pour la pré-
paration des données, la définition des indices utilisés permettant de synthétiser I'information de la
phylogénie, une présentation sommaire du logiciel PhyloType et enfin son paramétrage. Les deux

derniéres sections présentent respectivement les résultats obtenus et leurs discutions.
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6.2 Préparation des données

6.2.1 Conception de I'alignement

Pour cette étude, nous réutilisons I'alignement du Chapitre 5 contenant tous les sites, méme ceux
associés a des mutations de résistance (Hué et al, 2004). Pour mémoire, il contient 3 081 séquences
du sous-type C du VIH-1, collectées a travers le monde et a différentes dates, d’'une longueur de
1 011 sites et correspondant a la région génomique 2 253-3 263 (pol) d’"HXB2 (codant I'intégralité de

la protéase et le début de la transcriptase inverse).

A cet alignement, 528 nouvelles séquences, collectées et séquencées par I'équipe TransVIHMI,
sont ajoutées. Parmi ces 528 séquences, 199 sont collectées au Burundi en 2008 et 20 en 2010, 1 en
Républiqgue Démocratique du Congo (RDC) en 2007 et 66 en 2008, 1 en République Centrafricaine en
2006, 2 en République du Congo en 2007, 1 en Ethiopie en 1999 et 238 au Swaziland en 2008. Ces
séquences sont toutes confirmées comme appartenant au sous-type C soit par I'application web RE-
GA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool (de Oliveira et al, 2005), soit a I'aide d’analyses de similarité
et bootscan réalisés avec le logiciel SimPlot (Lole et al, 1999). La séquence HXB2 (sous-type B ; numé-
ro d’accession : K03455) sert d’outgroup pour enraciner I'arbre de maximum de vraisemblance cons-

truit dans cette étude.

Un alignement séquences contre profil est effectué afin d’ajouter les 528 nouvelles séquences a
I'alignement initial de 3 081 séquences. La méthode d’alignement et le logiciel utilisés sont les
mémes qu’au Chapitre 5, a savoir MAFFT version 6 (Katoh et al, 2002) avec la méthode L-INS-i (Katoh
et al, 2005). Quelques corrections manuelles sont apportées avec MEGA version 5 (Tamura et al,

2011) et les sites contenant un nombre excessif de gaps (= 50%) sont supprimés.

Au final, nous obtenons un alignement de 1 011 sites contenant 3 609 séquences collectées dans
63 pays différents entre 1986 et 2010. Le Tableau 4 liste le nombre de souches pour chaque pays

présents dans cette étude.

6.2.2 Inférence phylogénétique

Les mémes parametres et les mémes options sont utilisés pour calculer I'arbre de maximum de
vraisemblance, que pour celui contenant les 3 081 souches du Chapitre 5. Pour rappel, il est inféré
sous le modele general time reversible (GTR) avec des sites invariants et une loi gamma discrete avec
4 catégories de taux (GTR+I+l4), comme conseillé par Posada et Crandall (2001), avec le logiciel
PhyML v3.0 (Guindon et al, 2010). L'option subtree pruning and regrafting (SPR) est choisie pour

explorer I'espace des arbres. Tous les paramétres sont évalués et optimisés par PhyML. Les supports
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de branche sont déterminés par la méthode approximate likelihood ratio test (aLRT) (Anisimova &

Gascuel, 2006), option SH-like.

Tableau 4. Liste des pays utilisés dans cette étude, ainsi que le nombre de séquences associées en nombre et en pourcen-

tage.

Afrique 2615 72,46%
Afrique du Sud 689 19,09% | Mozambique 98 2,72%
Botswana 133 3,69% | Niger 4 0,11%
Burundi 310 8,59% | Ouganda 16 0,44%
Congo 2 0,06% | Rép. Centrafricaine 1 0,03%
Djibouti 1 0,03% | Rép. Démo. du Congo 86 2,38%
Erythrée 2  0,06% | Sénégal 56 1,55%
Ethiopie 100 2,77% | Somalie 1 0,03%
Gabon 1 0,03% | Soudan 10 0,28%
Guinée Equatoriale 1  0,03% | Swaziland 285 7,90%
Kenya 4 0,11% | Tanzanie 82 2,27%
Malawi 71 1,97% | Zambie 633 17,54%
Mali 1 0,03% | Zimbabwe 28 0,76%
Amérique 299 8,28%
Argentine 8 0,22% | Honduras 1 0,03%
Brésil 253 7,01% | Uruguay 2 0,06%
Cuba 25 0,69% | Venezuela 1 0,03%

Etats-Unis 9  0,80%
Asie 380 10,53%
Birmanie 1 0,03% | Israél 5 0,14%
Chine 7 0,19% | Philippines 1 0,03%
Corée du Sud 2 0,06% | Taiwan 1 0,03%
Inde 355 9,84% | Yémen 7 0,19%
Europe 315 8,73%
Allemagne 7 0,19% | Luxembourg 3 0,08%
Autriche 3 0,08% | Norvege 16 0,44%
Belgique 35 0,97% | Pays-Bas 8 0,22%
Chypre 8 0,22% | Pologne 2 0,06%
Danemark 21 0,58% | Portugal 28 0,78%
Espagne 26 0,72% | Rép. Tcheque 11 0,30%
Finlande 6 0,17% | Roumanie 35 0,97%
France 7 0,19% | Russie 1 0,03%
Géorgie 1 0,03% | Slovaquie 1 0,03%
Grande-Bretagne 3 0,08% | Suede 64 1,77%
Grece 3 0,08% | Suisse 2 0,06%
Italie 22 0,61% | Ukraine 3 0,08%

Compte tenu du nombre important de séquences, la méthode du bootstrap n’est pas utilisée. De

méme, aucune approche bayésienne n’est possible.

6.2.3 Reconstruction des états ancestraux

Afin de comprendre le mouvement de I'épidémie du VIH-1C dans son intégralité, les états géogra-

phiques ancestraux de chaque noeud de la phylogénie sont calculés a partir de I'information sur les
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pays de collecte des souches contemporaines. La méthode choisie pour inférer les états ancestraux
est la parcimonie (Hartigan, 1973; Fitch, 1971) parce qu’elle nécessite peu de temps de calcul compa-
ré aux méthodes probabilistes ou 'utilisation d’une telle quantité de données rend le temps de calcul
prohibitif. Par ailleurs, il n’existe pas (comme pour les séquences) de modeéle simple et consensuel

pour les mouvements géographiques et le passage d’un pays a un autre.

Deux souches virales sont initialement écartées de cette analyse. L'outgroup (83FR-HXB2) et
I'isolat 02ZA-1752 (numéro d’accession EF602195). Cet isolat a été collecté en 2002 au Cap en
Afrique du Sud par Jacobs et al. (2008) et il est ancestral a toutes les souches de la phylogénie hormis
83FR-HXB2. Cependant, dans la phylogénie de I'étude sur le VIH-1C au Sénégal (cf. Chapitre 5) et
dans les phylogénies de Jacobs et al. (2008), cet isolat se situe dans un clade contenant d’autres
souches d’Afrique du Sud. Donc, cette souche semble étre une rogue taxon (Trautwein et al, 2011),
c’est-a-dire une souche « avec un placement phylogénétique incertain et variable qui a généralement
un effet négatif sur la reconstruction topologique et les valeurs supports ». Pour cette raison, elle

n’est pas considérée dans l'interprétation de la phylogénie.

La premiere phase du calcul des états ancestraux est effectuée avec 'algorithme UPPASS, décrit a
la section 1.6. Les calculs par parcimonie nécessitent |'utilisation d’une seconde phase afin que
chaque nceud interne (exception faite du noeud racine) exploite I'information de toute la phylogénie.
Les algorithmes DOWNPASS (Maddison & Maddison, 2003), ACCTRAN (Fitch, 1971) et DELTRAN
(Swofford & Maddison, 1987) sont choisis pour cette seconde phase. lls sont aussi décrits a la section
1.6. Comme beaucoup de nceuds internes sont ambigus (plus d’un état est assigné) a la fin de la se-
conde phase, deux regles sont ajoutées pour résoudre ces ambiguités au cours de cette seconde
phase. La premiere utilise la parcimonie pour résoudre I'ambiguité d’'un nceud, mais en utilisant non
plus les pays, mais les continents auxquels ils appartiennent. Ainsi, les états attribués a ce nceud sont
uniquement les pays appartenant au(x) continent(s) inféré(s) par parcimonie (Figure 42). La seconde
régle choisit aléatoirement un état parmi ceux restants (s'il en reste plusieurs) et I'assigne comme
état final. De ce fait, chaque nceud de la phylogénie contient exactement une seule annotation. Lors-
qgue le choix aléatoire est utilisé pour résoudre les ambiguités, la procédure compléte est répétée
1 000 fois et les nombres finals de transitions sont obtenus par des moyennes sur les 1 000 cas. No-
tons que les ambiguités au niveau du nceud racine peuvent uniquement étre résolues avec le choix
aléatoire (du moins si comme ici on décide de ne pas prendre en compte I'outgroup, tres éloigné
phylogénétiquement de I'ingroup). Les algorithmes de parcimonie utilisant ces deux régles seront

précédés par le terme « Rand » afin de les distinguer des algorithmes originaux.
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Figure 42. lllustration de la premiére régle pour la résolution de nceuds ambigus.

Les annotations correspondantes a la phase ascendante de la parcimonie sont surlignées en bleu, tandis que les annota-
tions de la phase descendante en mauve. La figure A montre un noeud ou, par exemple, la parcimonie ACCTRAN ne peut
résoudre I'ambiguité puisque I"annotation Zambie n’est pas associée au nceud interne. La figure B montre ce méme nceud
mais en regardant les continents associés aux pays. Maintenant la parcimonie ACCTRAN peut résoudre I'ambiguité et cal-
cule que I'annotation correspondante est le continent africain. La figure C montre les annotations associées au nceud aprées
sa résolution a I'aide de la regle des continents.

A B c

Zambie Afrique Zambie

Sénégal, Espagne Afrique, E%e Sénégal

Sénégal Espagne Afrique Europe Sénégal Espagne

6.2.4 Mesure des taux de migrations entre pays

Une fois la reconstruction des états ancestraux achevée, chaque nceud interne de la phylogénie

contient un unique état correspondant a la localisation géographique (dans notre cas, le pays) la plus
parcimonieuse de I'ancétre commun représenté par ce nceud. Certaines branches de la phylogénie,
dont les localisations aux deux extrémités different, symbolisent alors les migrations, aussi appelées
transitions, du VIH-1C au cours de son histoire évolutive. Nous proposons ici des indices, basés sur
ces transitions, qui visent a donner une vision synthétique des migrations du VIH-1C. Une méthode
de ré-échantillonnage aléatoire (ou shuffling) permet de dégager la significativité de ces mesures, et
de s’affranchir (au moins pour une part) des effets liés aux tailles variables d’échantillon par pays
(Wallace et al, 2007). Autrement, il serait nécessaire d’utiliser des tailles similaires d’échantillon par
pays, et par conséquent réduire considérablement le nombre de séquences étudiées, afin d’éviter
tout biais potentiel sur les estimations de ces mesures (Véras et al, 2011a). Egalement, en procédant
ainsi, on considere que le nombre de souches disponibles dans chaque pays représente peu ou prou

la prévalence du sous-type C dans le pays. Avec des échantillons ramenés a la méme taille cette in-

formation disparait.

Notations
Soit € I'’ensemble de toutes les annotations (pays) et soient a et b deux annotations de cet en-

semble. Le nombre de transitions de I'annotation a vers I'annotation b se note N,_,, c’est-a-dire
gu’il représente le nombre de branches dont le nceud adjacent le plus proche de la racine est annoté
a et le plus éloigné b. Considérons, de plus, le nombre de transitons de I’annotation b vers
I'annotation a, N,_,,, le nombre de fixations (branches dont les deux noeuds aux extrémit