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RESUME

Le transfert horizontal de génes (THG, ou transfert latéral de génes) est un mécanisme
d’évolution naturel qui consiste en le transfert direct du matériel génétique d’une espece a
une autre. La possibilité que le transfert horizontal de genes puisse jouer un réle clé dans
I’évolution biologique est un changement fondamental dans notre perception des aspects
généraux de la biologie évolutive survenu ces derniéres années. Par exemple, les bactéries et
les virus posseédent des mécanismes sophistiqués d’acquisition de nouveaux génes par
transfert horizontal leur permettant de s’adapter et d’évoluer adéquatement dans leur
environnement. Jusqu'a tout récemment, les méthodes de détection de ce mécanisme
reposaient essentiellement sur I’analyse de séquences et étaient trés rarement automatisées. 1l
est impossible de représenter 1’évolution d’organismes ayant subi des THG a I’aide d’arbres
phylogénétiques acycliques. La présentation adéquate est celle d’un réseau. Dans cette these,
nous décrivons un nouveau modéle de ce mécanisme d’évolution, en se basant sur I’étude de
différences topologiques et métriques entre un arbre d’especes et un arbre du géne inférés
pour le méme ensemble d’espéces. Les méthodes qui en découlent ont été appliquées a des
jeux de données réelles ou des hypothéses de transferts latéraux de genes étaient plausibles.
Des simulations Monté-Carlo ont ét¢ menées afin d’évaluer la qualité des résultats par
rapport a des méthodes existantes. Nous présentons également une généralisation du modele
de transferts horizontaux complets qui est applicable pour détecter des transferts partiels et
identifier des génes mosaiques. Dans ce dernier modele, on suppose qu’une partie seulement
du geéne a été transférée. Enfin, nous présentons une application de ces nouvelles méthodes
servant a modéliser des emprunts de mots survenus durant [’évolution des langues indo-

européennes.

Mots clés : arbre phylogénétique, réseau réticulé, transfert horizontal de génes, critére
des moindres carrés, distance de Robinson et Foulds, dissimilarit¢é de bipartitions,

biolinguistique.



INTRODUCTION

Cette theése porte sur la conception de nouveaux algorithmes permettant la détection de
transferts horizontaux d’un géne pour un groupe d’especes étudiées. Le transfert horizontal
de geénes (THQG), appelé aussi transfert latéral de génes (TLG), est un mécanisme naturel qui
permet & des organismes, notamment & des bactéries et & des virus, de s’échanger des génes.
C’est un processus dans lequel un organisme integre le matériel génétique provenant d'un
autre organisme qui n’est pas son descendant direct. Par opposition, le transfert vertical se
produit lorsque I'organisme regoit du matériel génétique a partir de son ancétre le plus proche.
Les différentes techniques existantes de détection des THG sont basées sur I’analyse de la
composition nucléotidique des séquences biologiques et sur des conflits entre phylogénies
permettant aux biologistes d’émettre une hypothése de transfert horizontal de géne. Ces
procédés n’étaient pas toujours automatisés et ne comprenaient pas une étape de validation

des transferts obtenus.

Dans cette these, nous présentons une approche algorithmique a ce probléme qui utilise
le principe de réconciliation d’arbres d’espéces et de géne’, tout en considérant des
contraintes d’évolution biologiques. Nous aurons recours 4 des algorithmes heuristiques pour
maintenir la complexité algorithmique polynomiale, tout en préservant la viabilit¢ des

résultats.

Pour mieux comprendre la problématique de la détection de transferts horizontaux,
nous présentons dans le chapitre 1, les notions de bases nécessaires a la compréhension de ce
mécanisme évolutionnaire. Nous décrivons alors, brievement, la phylogénie (i.e., arbre
phylogénétique), les méthodes de reconstruction d’arbres phylogénétiques, les arbres

réticulés et enfin, le transfert horizontal de génes.

* . . T N . . ;o .
Le singulier est utilisé dans le terme « arbre de géne » car il s’agit de la phylogénie construite
a la base d’un seul géne.



Dans le chapitre 11, nous ferons un état de I’art des méthodes et des logiciels existants
pour la reconstruction et la visualisation d’arbres réticulés et plus particuliérement pour la

détection de transferts horizontaux de génes.

Aprés cette revue de la littérature, nous présentons au chapitre [l notre contribution
principale. La méthode que nous proposons traite de la question du transfert complet qui
suggere que la séquence transférée entre deux especes représente un gene au complet. Nous y
décrivons un nouvel algorithme, une nouvelle mesure de comparaison d’arbres
phylogénétiques et un procédé de validation des résultats. Des simulations Monte-Carlo et
des tests sur des jeux de données réels menés pour €valuer I’efficacité du nouvel algorithme
seront également présentés. Ce projet de recherche a mené a deux publications dans les actes
des conférences (Makarenkov ef al., 2006 et Makarenkov et al., 2007) et d’une publication

plus globale dans la revue Systematic Biology (Boc et al., 2010a).

Le chapitre IV décrit une généralisation de notre solution. En effet, nous y traitons le
probléme du transfert partiel qui suppose que seule une partie d’un gene donné peut étre
transférée. Bien que cette seconde approche semble étre une généralisation de la premiére,
des considérations de complexité algorithmique motivent la nécessité de traiter les deux cas
séparément. Ce projet de recherche a mené a trois publications (Makarenkov et al., 2006,

Makarenkov et al., 2008 et Boc et al., 2011, soumis & Nucleic Acids Research).

Dans le chapitre V, nous présentons une application de nos méthodes de détection de
transferts dans un domaine connexe. Précisément, nous les appliquons & [’étude de
’évolution des langues indo-européennes. L’évolution des langues est souvent représentée a
’aide des arbres phylogénétiques, mais les linguistes omettent souvent les mots empruntés
d’une langue a ’autre pour éviter les interférences dans la représentation des résultats. Dans
le modéle d’évolution des langues naturelles que nous proposons, nous prenons en compte
des emprunts linguistiques survenus au cours de I’évolution. Ce projet de recherche a fait

’objet d’une publication dans les actes de la conférence IFCS-2009 (Boc et al., 2010b).

En conclusion, nous faisons une synthése du travail effectué et présentons quelques

pistes possibles pour I’amélioration des résultats obtenus.



CHAPITRE |

NOTIONS DE BASE

1.1 Introduction

Afin de proposer une solution originale et efficace au probléme de la détection de transferts
horizontaux de géne pour un groupe d’espéces observées, nous nous sommes intéressés a
différents sujets d’études que nous présentons brievement dans ce chapitre. Tout d’abord
nous verrons les éléments de bases de la reconstruction d’arbres phylogénétiques, soient les
approches et méthodes les plus populaires. Par la suite, nous introduirons la notion
d’évolution réticulée, et enfin nous décrirons, d’un point de vue biologique, le processus de

transfert horizontal et les différents mécanismes qui le caractérise.

1.2 Un arbre phylogénétique

La phylogenéese étudie la reconstruction de I’histoire évolutive des étres vivants. Le terme
phylogenése (du grec phulon, signifiant "race, tribu") a été introduit par Haeckel en 1860, qui
I'a défini comme "['histoire du développement paléontologique des organismes par analogie
avec l'ontogénie ou histoire du développement individuel'. Un arbre est dit arbre
phylogénétique, phylogénie ou X-arbre (Barthélémy et Guénoche, 1991) si, dans |'analyse des
caractéres sur laquelle il repose, le concept de "descendance des especes avec modification de
leurs caracteres” a été utilis€. Ce dernier concept signifie que les caractéres sont transmis
d'une génération & l'autre a travers les mécanismes de I'hérédité impliquant leurs éventuelles
modifications (par exemple les mutations). Un arbre phylogénétique est une représentation

graphique de la phylogenése d’un groupe d’espéces (ou de taxons).



Un arbre phylogénétique est compos¢ de quatre principaux €léments. Les feuilles ou nceuds
externes représentent les espéces pour lesquelles on dispose de données d’évolution. Les
branches (ou arétes) définissent les relations entre les taxons en termes de descendance. Les
neeuds internes sont associés a des ancétres virtuels. Et enfin, la racine représente |’ancétre

commun de toutes les espéces considérées.

racine

Noeud interne branche
(ancétre hypothétique\)A

Entité eteinte ou actuelle pour
laquelle on dispose d’informations

Figure 1.1 Modéle de base introduisant un arbre phylogénétique.

Le degré d’un nceud est le nombre d’arétes adjacentes 4 ce nceud. Si ce degré est
supérieur a 3, ce nceud est dit non résolu (signifiant la divergence simultanée ou

P'incertitude).

On distingue deux types d’arbres. Les arbres enracinés et les arbres non enracinés. Un
arbre enraciné est orienté et cette orientation correspond au sens de I’évolution. Il permet
donc de définir une relation ancétre - descendant entre deux noeuds successifs. Dans un arbre
non-enraciné, la notion de temps n’existe pas et on ne peut plus définir la relation ancétre -
descendant au niveau des nceuds internes. Ce type d’arbres peut étre utilisé lorsque 1’on

s’intéresse a la classification d’un groupe d’espéces sans considérer le sens d’évolution.



1.3 La reconstruction d’arbres phylogénétiques

La reconstruction d’un arbre phylogénétique commence par 1’analyse des séquences
nucléotidiques ou d’acides aminds associées aux espéces étudiées. Une séquence
nucléotidique  (assemblage linéaire de nucléotides) représente I’ADN  (acide
désoxyribonucléique) et est composée de quatre types de base. Les cytosines (C) et thymines
(T) qui font partie de la famille des pyrimidines et les adénines (A) et guanines (G) qui font
partie de la famille des purines. Une séquence d’ADN peut représenter un géne qui sera

exprimé en une protéine (séquence d’acides amings).

Il existe trois grandes approches pour construire des arbres phylogénétiques: la

cladistique, la phénétique et la probabiliste.

- La cladistique cherche a établir des relations de parenté en s’intéressant aux
caracteres (bases) dérivés partagés par les taxons ; les méthodes utilisées sont basées
sur le maximum de parcimonie.

- La phénétique étudie la parenté entre les taxons en s’intéressant a leur degré de
similarité ; les méthodes utilisées sont basées sur les distances.

- La probabiliste ou maximum de vraisemblance évalue, en termes de probabilités,
l'ordre des branchements et la longueur des arétes d'un arbre sous un modele évolutif

donné. Les méthodes bayésiennes font aussi partie de cette approche.

Nous donnons ici quelques définitions de base concernant des arbres phylogénétiques
et des métriques d’arbres, en suivant la terminologie de Barthélemy et Guénoche (1988,
1991). La distance &x,y) entre deux sommets x et y dans un arbre phylogénétique (i.e., arbre
additif) T est définie comme la somme de toutes les longueurs des arétes du chemin unique

liant x et y dans 7. Un tel chemin est noté (x,y). Une feuille est un sommet de degré un.
Définition 1

Soit X un ensemble fini de » taxons. Une dissimilarité d sur X est une fonction non-négative

sur (XxX) telle que pour tout x,y appartenant & X :

(1) d(x,y)=d(y,x), et



(2) d(xy)=d(y,x)>d(xx)=0.
Définition 2
Une dissimilarité d sur X satisfait la condition des quatre points si pour tout x, y, z, et w de X :
d(x,y) + d(z,w) < Max { d(x,2) + d(y,w); d(x,w) +d(y,2) }.
Définition 3

Pour un ensemble fini X, un arbre phylogénétique (i.e., un arbre additif ou un X-arbre) est une
paire ordonnée (7, ¢) consistant en un arbre 7, avec un ensemble de sommets V' et une
relation p: X—V, ayant la propriété que, pour tout x € X avec un degré d’au moins deux, x €
o(X). Un arbre phylogénétique est binaire si ¢ est une bijection de X dans I’ensemble de

feuilles de T et que chaque sommet interne a un degré égal a 3.

Le théoréme principal relatant la condition des quatre points et la représentabilité d’une

dissimilarité par un arbre phylogénétique (i.e., une phylogénie) est comme suit ;
Théoréme 1 (Zarestskii, Buneman, Patrinos et Hakimi, Dobson)

Toute dissimilarité satisfaisant la condition des quatres points peut étre représentée par un
arbre phylogénétique tel que pour tout x,y appartenant a X, d(x,y) est égale a la longueur du
chemin liant les feuilles x et y dans 7. Cette dissimilarité est appelée une distance d’arbre. Cet

arbre est unique.

X2 x38 x4 x5 x1 X2

x1[6 6 4 2 \ > 2 V
X2 > 4 8

1

x3 4 6 A 1‘ \
4

X3
x4 x4

Figure 1.2 Exemple d’une distance d’arbre sur un ensemble X de 5 taxons et ’arbre

phylogénétique associé.



1.4 L’évolution réticulée

Plusieurs importants mécanismes phylogénétiques s’expliquent par le phénomene de
[’évolution réticulée qui suppose des liens supplémentaires entre les especes par rapport au
modele arborescent classique (Doolittle, 1999, Legendre 2000). L’évolution réticulée reflete
la part de I’évolution des espéces qui ne peut pas étre représentée correctement par le modéle
de bifurcation utilisé classiquement en analyse phylogénétique. La figure 1.3 montre un arbre
réticulé (ici un réticulogramme). Le trait ajouté entre les arétes | et 2 représente une aréte de

réticulation ajoutée a I’arbre original.

a

Figure 1.3 Un arbre réticulé.

Dans son célebre article, Doolittle (1999) a mis I’accent sur le réle de 1’évolution réticulée, et
plus précisément du transfert horizontal des génes, dans I’évolution des bactéries, de méme
que des especes plus complexes. La figure 1.4 présentée par Doolittle montre que I’évolution
des especes se produit selon un modele en réseau plutdét qu’un modele en arbre. D’autre part,
les spécialistes en biologie évolutive ont remarqué que des phénomenes trés importants, tels
que I’hybridation et I’allopolyploidie, ne correspondent pas au modele d’évolution
arborescente (Legendre, 2000, Lapointe, 2000). Le modéle d’évolution en réseau a été utilisé
dans tous nos algorithmes pour la détection de transferts horizontaux de génes décrits dans

cette thése.
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Figure 1.4 Le réseau réticulé représenterait mieux ’histoire de la vie qu’un

arbre phylogénétique classique (Doolittle, 1999).

1.5 Le transfert horizontal de génes

Le transfert horizontal de génes (THG) est un des mécanismes majeurs contribuant a la
diversification des génomes microbiens. Le THG est dominant parmi les groupes variés de
procaryotes (Doolittle, 1999). La compréhension du réle clé joué par le THG dans I’évolution
des espéces a été 1’un des changements les plus fondamentaux dans notre perception de
’aspect général de la biologie évolutive (Doolittle ef al., 2003; Koonin, 2003). Le THG peut
poser plusieurs risques pour I’humain, incluant: I’insertion d’ADN transgénique dans les
cellules humaines qui déclenche le cancer, des geénes résistants aux antibiotiques qui se
propagent parmi des bactéries pathogeénes, des génes associés & des maladies se propageant et
se recombinant pour créer de nouveaux virus ou de nouvelles bactéries (Ho, 2002). 1] existe
trois principaux mécanismes, illustrés sur la figure 1.5, de transfert horizontal de génes chez

les bactéries : la conjugaison, la transformation et la transduction (Bauman, 2005).
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Figure 1.5 Trois mécanismes de transfert horizontal de génes incluant la

transformation, la conjugaison et la transduction.

1.5.1 La conjugaison

Le premier mécanisme est celui de la conjugaison ol les organismes mettent au point un
systtme qui leur permet de s’échanger du matériel génétique pour s’adapter a leur
environnement. On peut observer ce phénomene lorsqu’une bactérie entre en contact avec un
antibiotique hostile. Certains génes subissent des mutations pour résister a I’antibiotique. Ces
genes sont par la suite transmis & d’autres bactéries. Le processus est le suivant : deux
cellules entrent en contact et s’échangent une partie de leur matériel génétique via le
cytoplasme. Ce mécanisme est particuliérement important entre des organismes d’une méme

espece, mais il peut également avoir lieu entre des organismes faisant partie d’espéces

différentes.
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1.5.2 La transformation

La transformation est le mécanisme le plus simple. Dans le milieu extérieur d’un organisme
se trouvent des fragments d’ADN libre qui résultent en général de la mort d’un autre
organisme. Un tel fragment d’ADN libre peut étre intégré & l’intérieur d’une cellule
particuliére de 1’hote, et puis intégré au génome entier de 1’héte. 11 y a donc un transfert

horizontal entre deux espéces qui peuvent étre différentes.

1.5.3 La transduction

La transduction est un transfert de matériel génétique (ADN chromosomique ou extra-
chromosomique ou ARN) par des bactériophages (ou virus attaquant les bactéries), dits
transducteurs. Compte tenu de l'étroite spécificité existant entre les phages et les bactéries,
ces transferts se font essentiellement entre des bactéries appartenant & une méme espeéce ou a
des especes apparentées. Grace aux phages, la transduction peut cependant se produire entre

des souches bactériennes appartenant a des espéces phylogénétiquement éloignées.

Ces trois mécanismes sont tres fréquents chez les procaryotes et génerent souvent des
échanges massifs de matériels génétiques (Jain et al, 1999; Lake et Rivera, 2007).
Néanmoins, le matériel génétique n’est pas forcément conservé par I’organisme héte. Le géne
ou le complexe de génes transférés horizontalement doit étre avantageux pour 1’héte. Dans la
plupart des cas, suite a un transfert horizontal de matériel génétique d’une espéce a ’autre,
’ADN correspondant ne procure pas d’avantage sélectif et le nouveau géne est rejeté par
I’héte. Dans d’autres cas plutdt rares, il y a [’acquisition, grice a un géne transféré
horizontalement, d’une nouvelle fonction (Keeling, 2009 ; Lawrence, 1999) ou d’une
résistance aux antibiotiques. Dans le dernier cas, le géne transféré est conservé dans la

population de 1’hote.

1.5.4 Le transfert horizontal de génes chez les eucaryotes

Il existe aussi deux types distincts de transfert de génes chez les eucaryotes : le
transfert de génes a partir des organites d’origine endosymbiotique dans le noyau de la cellule
eucaryote (transfert de génes endosymbiotique) et le transfert de génes entre espéeces non-

apparentées (Anderson, 2005).
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Le transfert de genes endosymbiotiques est largement reconnu comme une source
importante de matériel génétique dans des lignées d’eucaryotes (Timmis et al., 2004). Tout
d'abord, le matériel génétique étranger doit entrer dans la cellule, soit comme de 'ADN nu,
soit avec la cellule qui abrite le géne. Une fois & l'intérieur, le géne doit étre incorporé dans le
noyau hote et puis exprimer une protéine fonctionnelle. Pour que le matériel génétique
étranger soit maintenu, la protéine doit produire une fonction qui est sélectionnée dans la
population affectée. Intuitivement, il peut sembler trés peu probable qu'un géne procaryote
puisse étre transféré avec succés & un eucaryote. Cependant, l'incorporation de matériel
génétique étranger dans le noyau des eucaryotes se produit & un taux important ; une grande
quantit¢ de matériel génétique des mitochondries a été incorporée dans les génomes

d’eucaryotes, dont une partie a été montré fonctionnelle (Adams et Palmer, 2003).

La présence de THG chez les eucaryotes est beaucoup plus controversée que chez les
procaryotes. Doolittle (1998) a présenté I’hypothése "vous étes ce que vous mangez" pour
décrire le mécanisme d’échanges par lequel les eucaryotes phagotrophes se nourrissant de
bactéries pourraient intégrer des parties de leur matériel génétique au cours de 1’évolution.
Des cas de transferts de génes ont été observés chez des eucaryotes non-phagotrophes, ce qui
impliquerait d’autres mécanismes tels que le transfert par virus ou le contact physique

impliquant des relations symbiotiques ou hdtes-parasites (Gogarten, 2003).

1.5.5 Impact d’un THG sur une phylogénie

De nombreuses incongruences peuvent &tre observées entre des phylogénies de géne et
d’espéces. La figure 1.6 présente une phylogénie d’especes et deux autres phylogénies pour
des génes 1 et 2 étudiés. La présence de deux transferts (entre C et A et entre B et F) rend les
deux arbres de géne complétement incongruents. En effet, ils n’ont aucun nceud interne en
commun et, donc, aucune histoire évolutive commune. Par conséquent, le mécanisme de

transfert horizontal peut complétement altérer la topologie d’un arbre phylogénétique.
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Figure 1.6 Incongruence des arbres de géne par rapport a I’arbre d’espéce, tiré

de Philippe et al. (2003).



CHAPITRE II

DETECTION DES TRANSFERTS HORIZONTAUX DE GENES : ETAT DE L’ART

2.1 Introduction

Dans ce chapitre, nous présentons une revue de la littérature sur des méthodes et logiciels
développés pour la détection et la visualisation de I’évolution réticulée. Aprés quelques
généralités, nous présenterons plus en détail deux applications spécifiques a la détection des
transferts horizontaux de génes, LatTrans de Hallett et Lagergren (2001) et HGT-Detection
(sa premiére version) de Boc et Makarenkov (2003). Dans notre projet doctoral, nous nous
appuierons sur cette premiere version de 1’algorithme HGT-Detection et les améliorations qui
y ont été apportées dans Makarenkov et al. (2006). Enfin, nous présenterons les différents

axes qui ont €té suivis afin de mener & bien ce projet de recherche.

2.2 L’évolution réticulée

L’évolution réticulée a longtemps été négligée dans les analyses phylogénétiques. Les
premiéres méthodes qui étudiaient les mécanismes de I’évolution réticulée sont apparues au
milieu des années 70 (Sneath et al,1975; Sonea et Panisset, 1976). Plusieurs méthodes ont
¢été proposées pour identifier I’évolution réticulée dans les séquences de nucléotides. Celles-ci
incluent : I’affichage de compatibilités (Sneath er al,1975), des tests de regroupement
(Stephens 1985), une approche de randomisation (Sawyer 1989) et une extension de la
méthode de reconstruction d’arbres par parcimonie qui permet la recombinaison (Hein 1993).
Rieseberg et Morefield (1995) ont développé un programme, RETICLAD, qui permet
d’identifier les hybrides, fondé sur I’idée qu’ils combinent les caracteres de leurs parents.

Cependant, ce programme permet de trouver des réticulations seulement entre les arétes
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terminales d’un arbre. Rieseberg et Ellstrand (1993) ont montré des exemples ou le
programme semble bien fonctionner. La populaire méthode de décomposition en partitions
(split-decomposition) rend possible la représentation des données sous la forme d’un split-
graphe révélant les conflits contenus dans les données (Bandelt et Dress, 1992a, 1992b).
Dans un split-graphe, une paire de nceuds peut étre reliée par un ensemble d’arétes paralléles
décrivant les hypothéses d’évolution alternatives. Une autre interprétation des split-graphes
est qu’ils représentent en deux dimensions des similarités entre les especes étudiées. Hallett
et Lagergren (2001) ont montré comment le transfert horizontal de génes pouvait étre détecté
en mesurant la différence topologique entre un arbre d’espéces et un arbre de géne. Bryant et
Moulton (2002) ont introduit une méthode inférant un réseau, NeighborNet, permettant la
reconstruction de réseaux phylogénétiques planaires. Chacune de ces méthodes a des
propriétés qui la rend utile pour I’analyse de données particuliéres et elles ont toutes un role a
jouer dans la détection et la caractérisation de 1’évolution réticulée. Legendre et Makarenkov
(2002) et Makarenkov et Legendre (2004) ont proposé d’utiliser les réticulogrammes pour
détecter les réticulations dans des données évolutives. Ils ont développé une méthode basée
sur les distances qui infére des phylogénies réticulées. Cette méthode utilise la topologie d’un
arbre phylogénétique comme une structure de base sur laquelle on ajoute, au fur et & mesure
et suivant un critere d’optimisation, des arétes de réticulation pour construire un
réticulogramme. Parmi d’autres techniques d’inférence de réseaux phylogénétiques
mentionnons : la parcimonie statistique (Templeton et al.,1992), le Netting (Fitch 1997), les
réseaux médians (Bandelt ef al., 1995 et 2000), les réseaux medians-joints (Foulds et al.,1979;
Bandelt et al,1999), la parcimonie & variance moléculaire (Excoffier et Smouse, 1994), les

pyramides (Diday et Bertrand, 1986) et les hiérarchies faibles (Bandelt et Dress, 1989).

2.3 Les méthodes de détection de transferts horizontaux de génes

Il existe deux principales approches pour identifier les génes qui ont été transférés
horizontalement. Premiérement, ’analyse du génome de 1’héte peut révéler des séquences
avec un taux de GC anormal (Lawrence et Ochman, 1997). En supposant que ces séquences
ne soient pas apparues par un processus de sélection, on peut en déduire qu’elles sont le
résultat d’un transfert horizontal de génes. Deuxieémement, la comparaison d’un arbre

phylogénétique d’espéces avec une phylogénie basée sur un gene observé, et inférée pour le
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méme ensemble d’especes, peut révéler des conlflits topologiques qui sont explicables par des
transferts horizontaux. Ces arbres d’especes peuvent €tre basés sur la morphologie d’especes
ou sur des séquences génétiques réfractaires aux transferts horizontaux (e.g., ARNr 16S ou
ARNr 23S). Les génes ribosomiques peuvent étre soumis au THG, mais 4 un taux
relativement faible et peuvent donc souvent étre utilisés comme une bonne approximation

d’une phylogénie d’espéces en I’absence d’autres données (Acinas et al., 2004).

Cette derniére approche a donné lieu a de nombreuses méthodes qui ont commence a
paraitre au début des années 90. Les premiéres méthodes, utilisant des modeles basés sur des
réseaux, ont été proposées par Hein (1990), von Haeseler et Churchill (1993), Page (1994) et
Charleston (1998). Mirkin ef al. (1995) ont mis en avant une méthode de réconciliation
d’arbres qui combine différents arbres de génes dans une unique phylogénie d’organismes.
L’article de Moret et al. (2004) présente un survol de la modélisation des réseaux
phylogénétiques. Maddison (1997), puis, Page et Charleston (1998), ont décrit un ensemble
de regles d’évolution qui doivent étre prise en compte quand on modélise les transferts

horizontaux de genes.

Plusieurs méthodes proposées récemment utilisent 1’approximation de la distance
SPR (Subtree Prune and Regraft) qui est étroitement liée a 1’inférence des THG. Cette
distance donne le nombre de tranferts dans le scénario le plus parcimonieux (Beiko et
Hamilton, 2006). Cependant, Bordewich et Semple (2004) ont montré que calculer la

distance SPR entre deux arbres binaires enracinés est un probléme NP-difficile.

2.3.1 L’algorithme LatTrans

Hallett et Lagergren (2001) et Addario-Berry et al. (2003) ont développé un modele de
transfert horizontal de génes qui compare I’évolution d’un ensemble d’arbres de génes et
celle d’un arbre d’espéces. L’algorithme LatTrans, implémentant ce modéle, génére tous les
scénarios avec une distance SPR minimale, ce qui est exponentiel sur le nombre de transferts.
LatTrans procede par la réconciliation des arbres de génes et d’un arbre d’especes. Un certain
nombre de contraintes ont été introduites dans le modéle pour rendre cette réconciliation
biologiquement viable. Si une copie multiple d’un géne apparait dans ’arbre d’espéces,

I’algorithme I’interpréte comme un possible transfert horizontal. L.e scénario de transferts
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horizontaux du géne rbcl inféré par LatTrans est présenté sur figure 2.1. Le modele de
Hallett et Lagergren (2001) inclut aussi un paramétre d’activité o qui définit le nombre de

genes autorisés a étre actif en méme temps.

Green Algae
Plants
Cyanophora

“Proteobacteria
Cyanobacteria
Red & Brown

+Proteobacteria 1
[+Proteobacteria 2 .’

(-Proteobacteria 2 .

~Proteobacteria 1

Figure 2.1 Scénario de transferts du géne rbcL identifié par Hallett et Lagergren

(2001).

Cet algorithme est disponible & "URL : http://cgm.cs.mcgill.ca/~laddar/lattrans/. Le
programme en question inclut aussi une option permettant la recherche de scénarios selon une

combinaison de modéles de transferts horizontaux et de duplication de geénes.

2.3.2 L’algorithme HGT-Detection

Dans Boc et Makarenkov (2003), nous avons présenté une approche permettant de détecter
un scénario de THG en se basant sur la réconciliation métrique ou topologique d’un arbre
d’espéces et d’un arbre de géne. Les améliorations de cette méthode ont été décrites dans

Makarenkov et al. (2006). Nous avions alors présenté deux modéles d’évolution génétique
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supposant le transfert d’une partie du géne (Modele 1) et le transfert du géne au complet
(Modeéle 2). Nous avions supposé que les arbres phylogénétiques représentant I’évolution du
geéne considéré et celle des d’especes ont déja été construits (a [’aide de la méthode NJ de

Saitou et Nei, 1987, par exemple).

2.3.2.1 Description générale

La figure 2.2 ci-dessous illustre les deux modéles considérés. Dans le premier cas, quand une
partie du géne transféré du donneur est récupérée par |’espéce hote, I’arbre phylogénétique
d’espéces est transformé en réseau phylogénétique par |’ajout d’une aréte orientée
représentant le transfert du géne (figure 2.2, I’arbre du bas a gauche). Le deuxiéme modéle
d’évolution considéré suppose que suite au transfert du geéne au complet, 1’arbre
phylogénétique est transformé en un autre arbre phylogénétique (figure 2.2, I’arbre du bas a

droite).

2.3.2.2 Modéle 1 : Transfert partiel

Sur la figure 2.2 (Parbre du haut), I’aréte en pointillé reliant les arétes (3,4) et (2,C)
représente un transfert horizontal de geéne. Dans un arbre phylogénétique, il existe toujours un
chemin unique reliant toute paire de sommets. Si le modéle supposant un transfert partiel est
considéré, I’addition d’une aréte représentant un transfert horizontal crée un autre chemin
entre certains sommets, en transformant 1’arbre phylogénétique en réseau (figure 2.2, I’arbre
du bas & gauche). Comme le géne qui continue d’évoluer vers [’espéce C comporte
maintenant une partie du géne transféré de 1’aréte (3,4) et une partie originale provenant de
I’espéce 2, la distance d’évolution entre I’espéce C et toute autre espéce dans ce graphe doit
étre calculée comme la somme des parties des longueurs des chemins liant ces deux espéces.
Ces chemins passent donc par ’aréte (2,6) et par I’aréte (7,6), voir figure 2.2 (I’arbre du bas a
gauche). Plusieurs régles d’évolution ont été incorporées dans ce modele pour permettre une
meilleure interprétation biologique. Parmi ces régles, nous avons : la définition du sens de
I’évolution — de la racine vers les feuilles, ’interdiction de transferts entre les arétes situées
sur la méme lignée, I’interdiction de plusieurs transferts croisés entre deux lignées données,

etc. (Boc et al., 2004; Makarenkov et al, 2004; Boc et al. 2010a). Ce modéle est plus
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générique que le Modele 2, qui suppose que le géne transféré du donneur supplante au

complet le géne homologue de I’espéce hote.

Racine

Transfert Partiel Transfert Complet

Racine Racine

Figure 2.2 Comparaison des deux modéles de transferts horizontaux.
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Cependant, I’incorporation de nombreuses regles biologiques et la transformation de
I’arbre phylogénétique en réseau font en sorte que le calcul des chemins dans le graphe
orient¢ obtenu aprés I’ajout des arétes de transferts horizontaux doit se faire par
approximation (Makarenkov et al., 2006). L’utilisation des formules d’approximation permet
d’effectuer le calcul en temps polynomial. L’algorithme réalisant ce modele utilise
[’optimisation par les moindres carrés (Gauss, 1811) pour déterminer les transferts de génes

les plus appropriés sous les contraintes biologiques définies.
Optimisation par les moindres carrés

La figure 2.3 illustre un modele général du transfert partiel. Le chemin de poids minimum
entre les taxons / et j changera aprés 1’ajout d’une nouvelle aréte orientée (a,b), dirigée de b
vers a. D’un point de vue biologique, il est plausible de considérer que le transfert horizontal
de géne entre b et a affecte la distance évolutive entre le taxon i et'le taxon j, dont la position
dans I’arbre phylogénétique est fixe, si et seulement si / est situé au dessous de |’aréte de

transfert. Par contre, la distance évolutive entre 7, et j ne sera pas affectée par ajout de ’aréte
(a,b).

Racine

Figure 2.3 Modéle d’évolution impliquant des transferts partiels.
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L’ensemble 4(a,b) de toutes les paires de taxons telles que la taille minimum du chemin entre

eux peut changer si un transfert (a,b) est ajouté a I’arbre d’espéces T est trouvé comme suit:
Min{d(i,a) + d(j,b); d(j,a) + d(i,b)} <d(i,)), (N

ou d(ij) est le chemin de taille minimum entre les taxons i et j dans 7. Alors, A(a,b) est
’ensemble de toutes les paires de feuilles ij telles que dist(ij) > 0 ; dist(ij) indique la
distance entre les nceuds a et b avant I’ajout du transfert. La fonction des moindres carrés a

minimiser, avec / comme variable inconnue, est de la forme suivante :

Qab,l) = Y. (Min {d(i,a)+ d(jb); d(j,a)+ d(ib) } +1 -8(i,j))" + E(d(iJ) -83ij)%, (2)

dist(ij)>1 dist(ij)s!

ou &(i,j) est le chemin de poids minimum entre les taxons i et j dans I’arbre de géne 7). La
fonction Q(ab,l) mesure le gain en ajustement quand I’aréte (a,b) de longueur [ est ajoutée a
I’arbre d’espéces 7. La complexité de cet algorithme est O(kn*) pour produire un scénario de

THG avec k transferts pour »n taxons.

2.3.2.3 Modéle 2 : Transfert complet

Les transferts horizontaux sont ajoutés dans I’arbre phylogénétique d’espéces en le
transformant ainsi en arbre phylogénétique du géne donné. Deux critéres d’optimisation,
topologique et métrique, ont été utilisés dans le calcul pour déterminer les transferts
horizontaux les plus appropriés (Boc et Makarenkov, 2003). Nous avons considéré la
distance de Robinson et Foulds (Robinson et Foulds, 1981), comme critére topologique, et les
moindres carrés, comme critére métrique. A la premiére itération, le transfert diminuant le
plus la distance de Robinson et Foulds entre 1’arbre du gene et celui d’espéces est considéré
comme le plus approprié. L’aréte du transfert est par la suite ajoutée a I’arbre phylogénétique
d’espéces et ainsi de suite. Comme dans ce modéle nous ne considérons que le transfert du
géne au complet, I’aréte reliant ’espece affectée par ce transfert et son ancétre direct est
supprimée de I’arbre. Puisque 1’ajout d’une aréte de transfert est suivi par la suppression
d’une aréte, nous travaillons toujours avec un graphe connexe et sans cycles, qui est donc un

arbre. Cette méthode nécessite également O(kn") opérations pour ajouter k transferts dans
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’arbre phylogénétique a »n espéces pour les deux critéres — topologique et métrique. Le

premier d’entre eux est le critére des moindres carrés (LS) défini par la fonction O suivante :
0= 3dG, )-8, )’ (3)
i

ou d(i,j) est la distance entre les espéces J et j dans ’arbre phylogénétique d’espéces T et &(7,))
est la distance entre les especes / et j dans I’arbre de géne 7~ (construit pour le méme

ensemble d’espéces).

Le second critére qui mesure la différence entre les phylogénies d’espéces et de géne
est la distance topologique de Robinson et Foulds (1981). La distance de Robinson et Foulds
(RF) représente le nombre minimum d’opérations élémentaires de contraction et d’expansion
de nceuds nécessaires pour transformer un arbre phylogénétique en un autre. La figure 2.4 ci-

dessous illustre les deux opérations nécessaires pour transformer I’arbre 7 en I’arbre 7).

T T4

Figure 2.4 La distance de Robinson et Foulds entre T et T est égale a 2.

Quand la distance RF est considérée, nous pouvons I’utiliser comme un critére
d’optimisation comme suit : toutes les transformations possibles de [’arbre d’especes,
consistant au transfert d’un de ses sous-arbres d’une aréte vers une autre, sont évaluées en
calculant la distance RF entre 1’arbre d’espéces transformé 7' et I’arbre de géne 7. Le
transfert de sous-arbres produisant la distance RF minimale est retenu. Notons que le
probléme demandant de trouver le nombre minimum de transferts de sous-arbres nécessaires
pour transformer un arbre en un autre, aussi connu comme le probléme de transfert des sous-

arbres, a ét¢ montré NP-complet (Hein ef al., 1996).
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Les modeles décrits dans Boc et Makarenkov (2003) ont été¢ implémentés dans le
logiciel T-Rex (Makarenkov, 2001"). La méthode de détection du transfert complet améliorée
décrit dans Makarenkov et al. (2006) a ét€¢ implémentée dans la version Web de T-Rex et est
accessible a 1’adresse suivante : http:/www.trex.ugam.ca. La figure 2.6 montre un exemple
de résultat obtenu ou deux transferts horizontaux sont détectés et incorporés dans une
phylogénie de 40 espéces. Plusieurs exemples d’interfaces de la version Web de T-Rex sont

présentés en Annexe A.

Oryza ”
1T nicotiens OﬁtIOI’IS
Pseudoisuga
Marchantia I
Coleochaete Object color: black  ~|
P imonas ——— —
Evgens IEdge color: owe ]
g,';';’,'},'g““""“ Reticulation color: :Wa |
Cholrell, - =
a Cylindrotheca (" Hierarchical Vertical
Olistodiscus & Hierarchical Horizontal
Ectocarpus
Cryptomonas ¢ Axial
Anthithamnion ~ Radial
-  anneltia N -
,. Cyanidium Porphyridium [~ Proportional edge lengths
Cyanophora [~ Label internal vertices
Prochioron -
Synechocystis | [+ Use leaf names
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—:Prochlorotnn'x ’ [~ Root with leaf/node |A.
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I /. Rhodobacter_sphl Copy tree in the AL format
| —_:(:‘: Xanthobacter
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| Nitrobacler Sack

Prochlorococus

—— Anabaena
~ L———Synechococcus

Figure 2.5 Un résultat du programme HGT-Detection inclus dans la version Web de T-

Rex.

' Méme si la publication originale sur T-Rex date de 2001, nous y avons ajouté de nouvelles
méthodes que nous avons développées plus tard.
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2.3.3 Autres travaux dans le domaine des transferts horizontaux

Mirkin et al. (2003) ont congu un algorithme pour la réconciliation de modeles phylétiques
avec un arbre d’espéces, en postulant la perte, I’émergence et le transfert de génes. Ces
auteurs ont montré que dans chaque situation, leur algorithme fournit un scénario d’évolution
parcimonieux consistant & représenter dans un arbre phylogénétique d’espéces la perte et le
gain de génes. Hallett et al. (2004) ont introduit un modéle combinatoire incorporant des
THG et des duplications. L’algorithme HorizStory, destiné a approximer la distance SPR
entre des arbres phylogénétiques enracinés, et possiblement non binaires, a été décrit par
MacLeod et al. (2005). Cet algorithme commence par ¢liminer des sous-arbres identiques
dans les arbres de géne et d’espéces. Les opérations SPR sont ensuite exécutées
récursivement jusqu'a la réconciliation complete des deux arbres. Beiko et Hamilton (2006)
ont présenté ’algorithme Efficient Evaluation of Edit Paths (EEEP) recherchant un nombre
minimum de transferts SPR entre deux arbres enracinés. L’approche adoptée par EEEP
considére les bipartitions induites par les arétes de ’arbre de référence et de ’arbre de test.
La clé des comparaisons topologiques dans cet algorithme est la subdivision des bipartitions
de I’arbre de référence dans celles qui sont concordantes et discordantes dans I’arbre de test.
D’autre part, Nakhleh et al. (2005) ont développé ’heuristique RIATA-HGT basée sur une
approche diviser pour régner. Than et Nakhleh (2008) ont montré que la derniere version de
RIATA-HGT est considérablement plus rapide que LatTrans, alors que les deux algorithmes
sont presqu’équivalents en termes de précision. Récemment, les premiers modéles
probabilistes et parcimonieux des THG ont fait leur apparition. Csiirés and Miklés (2006) ont
introduit un modéle d’évolution de Markov d’une famille de génes dans un arbre
phylogénétique. Ce modeéle inclut des paramétres pour le taux de THG, de duplication et de
perte de genes. Jin ef al. (2006 et 2007) ont décrit deux nouveaux algorithmes pour inférer
des THG, dans un cadre comprenant, respectivement, des modéles de maximum de

parcimonie et de maximum de vraisemblance.

Bien que toutes ces approches proposent des résultats exploitables, elles sont trés
sensibles aux types de données utilisées et aucunes d’elles n’apportent une solution compléte,
incluant la validation statistique des transferts obtenus, & la résolution du probléme de

détection des THG. Nous avons apporté une premiere pierre a I’édifice, en proposant une
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procédure de validation des transferts obtenus, ainsi qu’un nouveau modele de détection des
transferts partiels. Ce dernier modéle est pour le moment trés limité et demande & étre

amélioré d’un point de vue de la complexité algorithmique et de la viabilité biologique.

2.4 Les objectifs du projet doctoral

Dans le cadre de cette these, nous nous posons les objectifs suivants : le premier est de
proposer un modeéle robuste d’évolution prenant en compte le transfert horizontal de génes.
Ce modele se basera sur la réconciliation des phylogénies d’espéces et de geéne, tout en
incorporant des régles d’évolution nécessaires. Le deuxiéme objectif est de proposer un
algorithme général permettant de procéder & la détection des transferts horizontaux de génes,

en se basant sur le modele d’évolution défini. Cet objectif sera réalisé en trois étapes.

Etape 1: Développer un algorithme permettant la détection d’un scénario de transferts
complets d’un gene. Nous avons identifié les points suivants comme étant les caractéristiques

importantes d’un tel algorithme :

1) Complexité algorithmique réduite : en maintenant la complexité polynomiale, on s’assure
de pouvoir exécuter I’algorithme dans un temps raisonnable et ainsi d’effectuer des études &

grande échelle.

2) Viabilité¢ biologique des transferts détectés: un transfert horizontal de génes est un
mécanisme naturel qui répond a certaines régles d’évolution. Chaque THG proposé par notre

algorithme doit respecter ces regles.

3) Validation des THG détectés : chaque transfert horizontal détecté doit étre accompagné
d’un score de bootstrap indiquant sa fiabilité. Ce point est particulierement important, car il

est inconcevable aujourd’hui de générer des solutions sans y associer un taux de confiance.

Etape 2 : Généraliser cet algorithme pour considérer des transferts partiels d’un géne. Cette

méthode sera aussi applicable & des génomes complets ou & des ensembles de génes.

Etape 3 : Appliquer les méthodes développées & des domaines connexes, par exemple pour

modéliser des échanges de mots en biolinguistique.



CHAPITRE III

ALGORITHME POUR LA DETECTION DES TRANSFERTS HORIZONTAUX DE
GENES COMPLETS

3.1 Introduction

Dans ce chapitre, nous décrivons un nouvel algorithme efficace pour I’inférence et la
validation des transferts horizontaux de génes développé dans le cadre du Modele 1
(transferts complets). Tout d’abord, nous allons introduire et étudier une nouvelle mesure de
comparaison entre deux phylogénies : la dissimilarité¢ de bipartitions (Makarenkov et al.,
2007; Boc et al., 2010a). Cette mesure de proximité entre deux arbres phylogénétiques peut
étre considérée comme un raffinement de la distance RF (Robinson et Foulds, 1981) qui
prend en compte seulement les bipartitions identiques entre les phylogénies comparées. Nous
montrerons que l’utilisation de la dissimilarit¢ de bipartitions (BD) comme critére
d’optimisation offre d’importantes améliorations sur les mesures bien connues telles que les
moindres carrés (LS), la distance de Robinson et Foulds (RF) et la distance de quartets (QD).
Nous décrirons alors 1’algorithme proprement dit de détection des THG complets. Par la
suite, une procédure de validation évaluant la fiabilité des transferts obtenus sera présentée,
puis une comparaison des performances du nouvel algorithme utilisant le critére
d’optimisation BD avec celles de LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001) et RIATA-HGT
(Nakhleh et al, 2005; Than et Nakhleh, 2008) sera effectuée. Ces trois algorithmes seront
comparés en termes de taux de transferts détectés et de temps d’exécution. Enfin, notre
algorithme sera appliqué a deux jeux de données réelles, le premier, traitant de I’évolution du
geéne rpll2e originalement considéré par Matte-Tailliez et al. (2002) et le second, étudiant

I’évolution des séquences PheRS originalement considéré par Woese et al. (2000).
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3.2 Nouvel algorithme pour Pinférence et la validation des THG

Le nouvel algorithme pour la détection des transferts horizontaux de geénes procéde par une
réconciliation progressive d’une phylogénie d’especes enracinée et d’une phylogénie d’un
géne, notées respectivement T et 7°. A chaque étape de I’algorithme, plusieurs paires d’arétes
de T sont testées pour évaluer I’hypothése qu’un THG se soit produit entre elles. Le modele
de THG fonctionne dans les deux cas suivant : (1) quand le géne transféré supplante le géne
orthologue du génome receveur ; et (2) quand le géne transféré, absent du génome receveur, y

est ajouté.

L’arbre phylogénétique d’especes original 7" est graduellement transformé en I’arbre
phylogénétique du géne 7~ par une série d’opérations SPR (i.e., THG). Le but étant de
trouver la plus petite séquence possible d’arbres 7, Ty, 13, ..., T’ qui transforme T en 7. Un
certain nombre de contraintes d’évolution doit &tre pris en compte car un THG exige que les

espéces source et destination soient contemporaines.

Par exemple, le transfert sur une méme lignée (figure 3.1a) et les transferts qui se
croisent tel qu’illustré a la figure 3.1b-d, conduisent & des scénarios inappropriés et doivent
étre interdits (voir aussi Maddison, 1997 ; Page et Charleston, 1998 ou Hallett et Lagergren,
2001).

Le probléme du calcul de la distance SPR est connu comme étant NP-difficile pour les
arbres enracinés et non-enracinés. L.a premiére preuve de cette complexité, dans le cas des
arbres non-enracinés a été donnée par Hein et al. (1996). Cependant, Allen et Steel (2001)
I’ont trouvé incorrecte. Ils ont montré que le probleme similaire de la distance TBR (Tree
Bisection and Reconnection) était aussi NP-difficile. Hickey et al. (2006) ont alors produit
une preuve complete pour les arbres non-enracinés. Par ailleurs, Bordewich et Semple (2004)
ont montré que calculer la distance SPR entre des arbres binaires enracinés ou non-enracinés

est un probléme NP-difficile.
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Root

Figure 3.1 Cas de figures ou un transfert de gene est interdit. Cas a : les transferts
entre les branches situées sur la méme lignée doivent étre interdits. Cas b, cetd : les
transferts croisés comme suit, doivent aussi étre interdits. Une branche est représentée

par une ligne droite et un chemin par une ligne ondulée,
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3.2.1 La dissimilarité de bipartitions et autres critéres d’optimisation

Nous considérons quatre critéres d'optimisation qui peuvent &tre utilisés pour sélectionner les
meilleurs THG & chaque étape de 1’algorithme. Le premier d'entre eux est le critére des

moindres carrés (voir la formule 3 au chapitre II).

Le second critere qui peut tre utilisé pour évaluer [’€cart entre les phylogénies d’espéces et
de géne est la distance topologique de Robinson et Foulds (RF) (Robinson et Foulds, 1981).
Le troisiéme critére considéré, la distance de quartets (QD), est le nombre des quartets, sous-
arbres induits par quatre feuilles, qui différent entre les arbres comparés. Nous pouvons
utiliser ces critéres comme suit pour déterminer le meilleur THG a chaque pas de
’algorithme. Quand plusieurs transformations de I’arbre d’especes, consistant en des
opérations SPR entre ses sous-arbres, sont évaluées, celle qui fournit la valeur minimale du
critére sélectionné mesuré pour l’arbre d’espéces transformé T et 1’arbre de géne 7~ est

retenue.

Le quatrieme critére d’optimisation, la dissimilarité de bipartitions (Makarenkov et
al., 2007 ; Boc et al., 2010a), est défini comme suit. Sans perte de généralité, nous assumons
que T et 7" sont des arbres phylogénétiques binaires avec le méme ensemble de feuilles, c'est-
a-dire, espéces ou taxons. Un vecteur de bipartitions d’un arbre T est un vecteur binaire induit
par une aréte de 7. Soit BT la table de bipartitions des arétes internes de I’arbre T (c'est-a-
dire, la table incluant tous les vecteurs de bipartitions induits par les arétes internes de 7) et
BT’ la table de bipartitions des arétes internes de I'arbre 7. La dissimilarité de bipartitions

bd entre T et T’ est calculée comme suit :

bd=(a; Min(Min (d(a,b);d(a,l_))))+b; Min (Min (d(b,a);d(b,a))/2 (1
bEBT 4, aEBT

ou d(a,b) est la distance de Hamming (Hamming, 1950) entre les vecteurs de bipartitions a et

b, et a et b sont les compléments de a et b, respectivement. Une telle mesure représente un
raffinement de la mesure RF qui prend en compte seulement les bipartitions identiques. Par
exemple, la dissimilarité de bipartitions entre les arbres 7T et 7" avec 6 feuilles (figure 3.2) est

calculée comme suit : dd(7,7)= (2 + 1 +2) + 2 + 1 + 1))/2 = 4,5. Ici, la distance de
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Hamming minimale entre les bipartitions (directe et son complément) correspondantes a

I’aréte a et tous les vecteurs de la table de bipartitions BT’ est 2. C’est la distance entre les
vecteur a et 7 , et a et d (dans la figure 3.2, seule I’association entre a et 7 est représentée

par une fleche). Pour la bipartition b, cette distance est 1 (la distance entre b et d) et pour la

bipartition ¢, cette distance est 2 (la distance entre ¢ et d). De la méme fagon, la distance
minimale entre la bipartition e et toutes les bipartitions de BT est 2 (avech), pour la

bipartition f cette distance est 1 (avec b aussi) et pour la bipartition d, elle est égale & 1 (avec

b).
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Figure 3.2 Les arbres T et T” et leur table de bipartitions. Chaque ligne de la table de
bipartitions correspond a une branche interne de ’arbre. Les fléeches indiquent les
associations entre les vecteurs de bipartitions dans les deux tables. La valeur en gras

proche de chaque vecteur représente la distance associée.

Cet exemple montre que plusieurs vecteurs de bipartitions de la premiére table de bipartitions

peuvent €tre associés au méme vecteur de bipartitions de la seconde table, par exemple, d, e

et £ sont associés & b (ou b), et b et ¢ sont associés & d (figure 3.2). Il est important de
mentionner que la dissimilarité de bipartitions n’est pas toujours une distance (i.e., une
métrique). Pour les arbres avec cinq feuilles et plus, il est possible d’exhiber trois topologies

d’arbres pour lesquelles I’inégalité triangulaire n’est pas respectée.

Les propositions 1 et 2 ci-dessous établissent quelques propriétés intéressantes de la

dissimilarité de bipartitions (Makarenkov et al., 2007; Boc et al., 2010a). Ainsi, la proposition
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1 énonce la condition suffisante assurant qu’une dissimilarité de bipartitions (BD) satisfasse
I’inégalité triangulaire (et soit donc une distance), alors que la proposition 2 établit la valeur
maximale de BD en fonction du nombre de feuilles. La bipartition @ d’un arbre 7 est associée
a la bipartition b d’un arbre 7’ (cette association est notée a — b), si la distance de Hamming

entre les vecteurs de bipartitions correspondant & a et a b est la plus petite de toutes les

distances possibles calculées entre tous les vecteurs de bipartitions de 7°. O

Proposition 1. Soit T), T, et T; des arbres phylogénétiques avec le méme nombre d’'arétes
internes et le méme ensemble de feuilles. Si pour chaque paires de bipartitions a et b d’
arbres différents : a — b implique que b — a, et que pour chaque triplet de bipartitions
a€T,, bET, et cET3: a — b et b — ¢ implique que a — ¢, alors 'inégalité triangulaire

bd(T}, Tg) < bd(T/, Tj) + bd(Tg, Tj) est satisfaite.

Preuve. D’une part, en considérant la premiére partie de I’énoncé de la proposition :

bd(Ty, T») = ( Ed(a,b) + Ed(b,a))/Z = Ed(a,b),
a=BT;, bEBT, =BT,
(6EBT )—a («EBT)—b (bEBH)—a

ot (aEBT] et bEBT, —a) signifie que la somme est prise pour tous les vecteurs a de la

table de bipartitions BT correspondant a |’arbre 7| et tous les vecteurs b associés a ces

vecteurs a. De fagon similaire :

bd(Ty, T3) = ( Ed(a, )+ Ed(c,a))/2 = Ed(a,c), et
o=BT, bEBT3, o=BTj,
(cEBT3)—a (cEBTy))—a (cEBT3)—a

bd(T,,T3) = ( Ed(b,c)+ Ed(c,b))/2= Ed(b,c).
=BT

bEBD, =BT, 5,
(EBT3Y b (bEBD)—sc (cEBT3)=>b
Considérons les trois sommes suivantes : d(a,b), d(a,c) et );d(b,c).
(bEBrzr)‘i»a (ceB7gl)ii»a (€8T, f;b

Comme la distance de Hamming, d, satisfait I’inégalité triangulaire, pour chaque terme d(a,b)
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de la premiere somme, nous avons le terme d(a,c) de la seconde somme et le terme d(b,c) de
la troisiéme somme tels que : d(a,b) < d(a,c) + d(b,c). Comme chacun des vecteurs de

bipartitions inclus dans les tables de bipartitions BT, BT, et BT3 n’apparait seulement qu’une

fois dans chacune des trois sommes, nous concluons que: bd(T1,T5) <bd(T\,T5) + bd(T,,T3). O

Proposition 2. La valeur de la dissimilarité de bipartitions entre deux arbres
phylogénétiques définis sur le méme ensemble de n feuilles varie entre 0 et n(n-3)/2 si n est

pair et entre 0 et (n-1)(n-3)/2 si n est impair.

Preuve. Pour chaque paire de vecteurs binaires a et b de taille », la valeur maximale de la
quantité¢ Min (d(a,b);d(a,g)) , OU d(a,b) est la distance de Hamming entre a et b et aetb
sont leurs compléments, est #/2 quand » est pair et (n-1)/2 quand » est impair. D’autre part, le
nombre maximal d’arétes internes dans un arbre phylogénétique (c'est-a-dire, le nombre de
lignes dans la table de bipartitions correspondante) avec » feuilles est n-3. Par conséquent,
selon la formule 1, la valeur maximale de la dissimilarité de bipartitions entre deux arbres de

n feuilles est n(n-3)/2 si n est pair et (n-1)(n-3)/2 si n est impair. O
3.2.2 La contrainte de sous-arbres

Dans cette section nous discutons d’une des caractéristiques principales du nouvel algorithme
d’inférence de transferts horizontaux de genes. Considérons un THG dans ’arbre d’espéces 7,
allant de a a b et le transformant en un arbre 7' (voir la figure 3.3). La contrainte suivante est
énoncée : pour permettre le THG entre les arétes (x,y) et (z,w) de ’arbre d’espéces T, le clade
consistant en le sous-arbre enraciné par ’aréte (x,a), et incluant les nceuds y et w dans T, doit

étre présent dans I’arbre de géne 7' (Makarenkov et al., 2006 ; Boc et al., 2010a).
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subtree 1 subtree 2 subtree 1 subtree 2

Figure 3.3 Illustration de la contrainte de sous-arbres. Le transfert entre les branches
(x.y) et (z,w) dans ’arbre d’espéces T est permis si et seulement si les sous-arbres
enracinés par les branches (x,a) et (z,w), ainsi que leur regroupement enraciné par (x,a),

sont présents dans Parbre de géne 7.

Une telle contrainte, appelée ici, contrainte de sous-arbres, nous permet tout d’abord
d’arranger les conflits topologiques entre 7 et 7”, qui sont dus aux transferts entre les ancétres
des especes contemporaines, qui sont plus facile a détecter, puis d’identifier les transferts
apparus plus profondément dans la phylogénie. En outre, I’utilisation de la contrainte de sous-
arbres permet de prendre en compte automatiquement toutes les contraintes d’évolution
requises (figure 3.1) car les deux sous-arbres impliqués dans le THG doivent étre présents dans
I’arbre de génes T, ainsi que le nouveau sous-arbre qu’ils forment aprés le transfert (figure
3.3). En effet, si les THG sur une méme lignée (figure 3.1a) ou les transferts croisés présentés
sur Ja figure 3.1(b-d) étaient permis, la contrainte de sous-arbres ne serait pas respectée (le
lecteur est renvoyé a la section de discussion ou tous les avantages apportés par cette contrainte

sont résumés).

Les deux théorémes suivants établissent quelques propriétés des bipartitions dans le
contexte des THG satisfaisant la contrainte de sous-arbres. Ces propriétés sont utilisées dans

'algorithme de détection des transferts horizontaux décrit ci-apres.
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Théoréme 1. Si le sous-arbre Sub,, nouvellement formé et résultant du THG (a savoir le
sous-arbre enraciné par ['aréte (x,a) dans la figure 3.3) est présent dans l'arbre de géne 1",
et que le vecteur de bipartitions associé a l’aréte (x,x;) dans l'arbre d’espéces transformé T,
(figure 3.4) est présent dans la table de bipartitions de T', alors le THG de (x,y) a (z,w),
transformant T en T, fait partie d’'un scénario de coiit minimal qui transforme T en T et qui

satisfait la contrainte de sous-arbres.

Figure 3.4 Le transfert entre les arétes (x,y) et (z,) fait partie du scénario de coiit
minimal. Un scénario de coiit minimal transforme I’arbre d’espéces T en ’arbre de
géne 77 si la bipartition correspondante a la branche (x,x,) dans ’arbre transformé T
est présente dans la table de bipartitions 7" et le sous-arbre Sub,, est présent dans 17;
(Théoréme 2) tout scénario de cofit minimum transforme ’arbre d’espéces T en ’arbre
de géne 77 si toutes les bipartitions correspondantes aux branches du chemin (x’,z’)
dans I’arbre d’espéces T, sont présentes dans la table de bipartitions de 7° et le sous-

arbre Sub,, est présent dans I’arbre T°.

Preuve. Les quatre cas possibles menant a la formation du sous-arbre Sub,, sont les
suivants : 1) Le THG de (x,y) a (z,w); 2) Le THG de (z,w) a (x,»); 3) le THG de (x ' x) 4 (z,2");
4} le THG de (z,z°) a (x’,x). Quand le chemin (x,z) dans T comprend au moins deux arétes, les
THG correspondant aux cas (3) et (4) ne produiront pas le sous-arbre Sub,,,, mais améneront
les sommets x et z plus proche 1’un de 1’autre, réduisant ainsi le nombre d’arétes du chemin
(x,z). Les THG (3) et (4) induiront la bipartition b, qui sera présente dans la table de
bipartitions de 1’arbre de géne T’ en raison de la contrainte de sous-arbres, telle que les

feuilles du sous-arbre situées a la gauche de x’ et celles situées a la droite de z’ (figure 3.4) se
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trouvent du méme coté (e.g., elles sont notées par 1 dans la table de bipartitions de 7)), alors
que les feuilles du sous-arbre localisées en dessous des sommets y et w se trouvent de [’autre

coté (e.g., elles sont notées par 0 dans la table de bipartitions de 7).

Selon les conditions du théoréme, la bipartition correspondant & I’aréte (x,x|) dans
[’arbre T, obtenu a partir de ’arbre d’espéces initial T suite au THG de (x,y) a (z,w), et notée
ici by, est aussi présente dans la table de bipartitions de 7. Cela signifie que les feuilles
situées a la gauche de x’ et celles des sous-arbres situés en dessous des sommets y et w se
trouvent dans la méme partie de la bipartition, alors que les feuilles du sous-arbre situé a la
droite de z’ se trouvent dans I’autre partie (figure 3.4). Evidemment, les bipartitions b et by ne
sont pas compatibles (i.e., elles ne peuvent pas étre présentes ensemble dans la méme table de
bipartitions associée & un arbre phylogénétique) ce qui signifie que les THG de (x',x) & (z,2)
et de (z,z") a (x’,x) sont impossibles. En outre, le THG de (z,w) a (x,y) est possible seulement
quand le chemin (x,z) dans T consiste en une aréte unique (dans le cas des THG opposés, les
transferts de (x,y) & (z,w) et de (z,w) & (x,y) mé€neront a la méme transformation topologique
de T) car ce THG induirait une bipartition, notée ici b;, qui est incompatible avec b, si le
chemin (x,z) dans T contient au moins deux arétes. En effet, dans b,, les feuilles du sous-arbre
situé a la droite de z’ et celles des sous-arbres situés en dessous des sommets y et w se
trouvent dans la mé&me partie de la bipartition, alors que les feuilles du sous-arbre situé a la
gauche de x’ se trouve dans |'autre partie. Par conséquent, le THG de (x,y) a (z,w) est
nécessaire pour transformer 7 en 7. La seule exception serait le cas du THG opposé, de (z,w)
a (x,y), qui est possible seulement si le chemin (x,z) ne contient qu’une seule aréte. Dans ce
cas, les THG opposés méneront 4 la méme transformation topologique et aucun d’entre eux

ne fera partie d’un scénario de THG de colit minimal transformant T en T~ et respectant la

contrainte de sous-arbres. O
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Théoreéme 2. Si le sous-arbre Sub,, nouvellement formé et résultant du THG (i.e. le sous-
arbre enraciné par 'aréte (x,a) sur la figure 3.3) est présent dans [’arbre de géne T, et que
tous les vecteurs de bipartitions associés aux arétes du chemin (x',z’) dans [’arbre d’especes
transformé T, (figure 3.4) sont présents dans la table de bipartitions de T, et que le chemin
(x'z’) dans T) comprend au moins 3 arétes, alors le THG de (x,y) a (z,w), transformant T en
T), fait partie de n’importe quel scénario de THG de coiit minimal transformant T en T’ et

satisfaisant la contrainte de sous-arbres.

Preuve. Les vecteurs de bipartitions correspondant aux arétes (x’x) et (z,z") de I’arbre
d’especes T} obtenu & partir de 7 aprés le THG de (x,y) a (z,w) sont aussi présents dans la
table de bipartitions de 1’arbre d’espéces T et de |’arbre de géne 7. Alors, les quatre cas
possibles menant a la formation du sous-arbre Sub,, sont les suivants : 1) un THG de (x,y) a
(z,w) ; 2) un THG de (z,w) a (x,y); 3) un THG de (x’x) a (z,z") ; 4) un THG de (z,z") & (x’,x).
Quand le chemin (x,z) dans 7 comprend deux arétes ou plus, les THG correspondant aux cas
(3) et (4) ne produiront pas le sous-arbre Sub,,, mais ameneront les sommets x et z plus
proches I’un de 1’autre en réduisant le nombre d’arétes du chemin (x,z). Selon I’énoncé du
théoréme, toutes les bipartitions du chemin non-vide (x,z) dans T\ obtenues a partir de I’arbre
d’especes initial 7 aprés le THG de (x,y) a (z,w) sont aussi présentes dans la table de
bipartitions de I’arbre de géne 7. Par conséquent, les feuilles du sous-arbre situé a la gauche
de x’ et celles des sous-arbres situés en dessous des sommets y et w (figure 3.5) se trouvent
dans la partie différente (e.g., elles sont notées par des | dans la table de bipartitions de 7”) de
ces bipartitions que les feuilles du sous-arbre situé a la droite de z’ (e.g., elles sont notées par
des O dans la table de bipartitions de 7). Cela signifie qu’il n’y a pas de bipartitions dans T’
comprenant toutes les feuilles situées dans les sous-arbres & la gauche de x’ et a la droite de
z’, ni celles des sous-arbres situés en dessous des sommets y et w. Alors, le THG de (x’x) a
(z,2"), le cas (3), ainsi que le THG inverse de (z,z") & (x’x), le cas (4), violeront la contrainte
de sous-arbres. Evidemment, tout THG des arétes (x'x) et (z,z’) aux arétes du chemin (x,z)

violera aussi la contrainte de sous-arbres.
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Figure 3.5 Le transfert entre les arétes (x,y) et (z,w) fait partie du scénario de coiit
minimal transformant 7 en 77 si toutes les bipartitions des arétes du chemin (x’,z’) dans
I’arbre d’espéces transformé T sont présentes dans la table de bipartitions de 7~ et que

le sous-arbre Sub,, est présent dans 1.

A cet effet, ni le THG de (x,y) vers (z,w) ni le THG opposé de (z,w) vers (x,y) ne fait
partie du scenario de transferts de colit minimal transformant T en T’ et satisfaisant la
contrainte de sous-arbres. Aprés le THG allant de (x,y) vers (z,w), tous les vecteurs de
bipartitions correspondant aux arétes du chemin non-vide (x’z’), dans la figure 3.5, seront
présents dans la table de bipartitions de 7, et aucun d’entre eux dans le cas du THG opposé
de (z,w) vers (x,y). Comme les bipartitions associées aux arétes (x,,x.+1) €t (X.+1,Xi+2), OU i =
0,..., k-1, et xo = x " et xpe1 = 2, (figure 3.5), sont présentes dans la table de bipartitions de 7",
la bipartition associée aux arétes (x;, yi+1) est aussi présente dans la table de bipartitions de
T’. Cela signifie que les sous-arbres enracinés par les arétes allant de (x1,)1) & (x,)x) peuvent
étre arrangés indépendamment (selon la topologie de I’arbre de géne T7), si ce n’est pas déja
fait, les uns des autres, et du reste de ’arbre T (i.e., les opérations SPR seront effectuées
seulement dans les sous-arbres et celles entre les sous-arbres ne seront pas nécessaires). De la
méme maniere, dans un scénario de colt minimal, les arrangements des sous-arbres situés a
la gauche de x’ et ceux situés a la droite de z’ (figure 3.5) doivent étres faits indépendamment
du reste de ’arbre et prendront [e méme nombre minimal d’opérations SPR dans le cas du
THG entre (x,y) et (z,w) et du THG opposé entre (z,w) et (x,y). Par conséquent, dans le cas du

THG opposé de (z,w) vers (x,), la transformation SPR de I’arbre 7| en I’arbre de géne 7’
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prendra au moins une opération SPR de plus, nécessaire pour arranger les arétes du chemin

(x,2), que dans le cas du THG de (x,y) & (z,w). |

3.2.3 Algorithme d’inférence des transferts horizontaux de génes complets

Les principales étapes de ’algorithme, appelé HGT-Detection, prévues pour fournir une série
de transformations SPR de colit minimal d’un arbre d’espéces donné en un arbre de géne

donné sont les suivantes :

Etape préliminaire. Inférons les arbres d’especes et de gene, notés respectivement par et 77,
dont les feuilles sont étiquetées avec le méme ensemble de n especes. Les deux arbres doivent
étre enracinés en fonction d’évidences biologiques. Si aucune évidence plausible permettant
d’enraciner les arbres n’est disponible, les stratégies d’enracinement par outgroup (en utilisant
un groupe des espéces extérieur au groupe étudié) ou midpoint (en utilisant I’aréte médiane de
’arbre) peuvent étre utilisées. Un enracinement correct des arbres est essentiel car une
mauvaise position de la racine dans I’arbre d’espéces ou de géne meénera a I’inférence de
transferts étant faux positifs ou faux négatifs. S’il existe des sous-arbres identiques avec au
moins deux feuilles appartenant a T et 77, la taille du probléme peut étre réduite en remplagant

ces sous-arbres identiques par la méme aréte auxiliaire dans et T,

Etape k. Considérons tous les transferts possibles entre les paires d’arétes de I’arbre d’especes
T, (Ty=Tal’étape 1), sauf les transferts entre les paires d’arétes adjacentes et ceux qui violent

la contrainte de sous-arbres.

- Entre tous les THG éligibles, recherchons ceux qui satisfont les conditions du

Théoréme 2, en premier, et du Théoréme 1 en second.

- Effectuons les opérations SPR correspondant 4 ces THG, qui transforment 1’arbre 7,
en I’arbre 7. Si de tels THG n’existent pas, effectuons toutes les transformations SPR

correspondant aux transferts satisfaisant la contrainte de sous-arbres.

- A chaque étape, de multiples opérations SPR (i.e., de multiples THG) peuvent étre
effectuées. La direction de chaque THG est déterminée en utilisant le critére

d’optimisation sélectionné qui peut étre dans notre cas : les moindres carrés (L.S), la
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distance de Robinson et Foulds (RF), la distance de quartets (QD) ou la dissimilarité de
bipartitions (BD). Entre deux THG opposés, 'algorithme choisit le transfert qui
minimise la valeur du critére d’optimisation sélectionné, calculé pour I'arbre d’espéces

transformé et ’arbre de geéne 7.

- Réduisons la taille des arbres d’espéces et de géne, en transformant en des arétes
uniques les sous-arbres identiques, nouvellement formés, dans I’arbre d’especes T et

dans I’arbre de gene 7.

Condition d’arrét, complexité algorithmique et procédure d’élimination des transferts

inutiles.

La procédure s’arréte quand le coefficient RF, LS, QD ou BD est égal a 0. En raison de la
procédure de réduction progressive de la taille des arbres d’espéces et de géne et de la
possibilité¢ d’identifier de multiples transferts a chaque étape, la complexité temporelle de
Palgorithme proposé est O(kn”) pour inférer k transferts servant a réconcilier une paire de

phylogénies d’espéces et de géne avec » feuilles.

Une fois les arbres d’espéces et de géne réconciliés, une procédure d’élimination des
transferts inutiles (un transfert inutile, ou redondant, est un transfert dont la suppression ne
change pas la topologie de I’arbre de gene résultant) est appliquée. Par exemple, en considérant
le scénario de transferts montré a la figure 3.13, le transfert entre Methanoccocus jannashii et le
clade de cinq taxons, incluant Archaeoglobus fulgidus, effectué comme THG numéro 4, serait
un transfert inutile (i.e., ce THG serait annulé par les opérations SPR 4 et 5 présentées a la
figure 3.13). Si un scénario de £ transferts est trouvé par |’algorithme, la procédure
d’élimination teste les (k-1) sous-scénarios possibles de transferts tels que dans chacun d’eux
un des transferts initialement trouvés est éliminé. Si aucun des (k-1) sous-scénarios ne méne au
méme arbre de geéne, alors la procédure s’arréte sans éliminer de transferts. Autrement, le
premier sous-scénario avec (k-1) transferts qui méne au méme arbre de géne est retenu, et tous
les sous-scénarios avec (k-2) transferts sont testés de la méme maniére. La procédure s’arréte
quand aucun THG inutile ne peut plus étre trouvé. La proposition suivante établit deux

propriétés intéressantes reliées a la contrainte de sous-arbres.
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Le schéma algorithmique complet de HGT-Detection est présenté dans [’annexe B.1.

Proposition 3. Si la contrainte de sous-arbres est appliquée a toutes les étapes de

l'algorithme, alors :

1) L’algorithme de détection a au plus n-3 étapes, et nécessite au plus n-3 transferts (i.e., n-3
opérations SPR), pour transformer un arbre binaire d’espéces T avec n feuilles en un arbre

binaire de gene T’ défini sur le méme ensemble de feuilles.

2) L'arbre de gene T’ est toujours retrouvé a la derniére étape de 'algorithme (ie., T,=T",
en assumant que l'étape k est la derniére étape de ['algorithme) peu importe le critére

d’optimisation sélectionné (RF, LS, QD ou BD).

La preuve de cette proposition est basée sur le fait que le nombre maximal d’arétes internes
dans un arbre phylogénétique a n feuilles est n-3, et que chaque opération SPR satisfaisant la
contrainte de sous-arbres (Makarenkov et al., 2006 ; Boc et al., 2010a) crée au moins une
nouvelle aréte interne dans I’arbre d’espéces transformé (e.g., I’aréte (x,a) dans la figure 3.3),
qui existe déja dans I’arbre de geéne T. Aussi, tant que les topologies de I’arbre d’especes
transformé et de [’arbre de geéne sont différentes, il existe au moins deux opérations SPR
(incluant les transferts opposés), satisfaisant la contrainte de sous-arbres, qui peuvent €tre
effectuces. Le lecteur est aussi référé a Bordewich et al. (2009 ; Théorémes 3.1 et 4.1), ou les
auteurs prouvent I’existence d’une séquence d’opérations SPR, transformant 7 en T, dans le

sens ou n’importe quel arbre 7, dans la séquence est obtenu a partir de 7, par une simple

opération SPR, et RF(7},,T") < RF(7,.;,T") ou, respectivement, QD(7,,7") < QD(T,.,,T"). O

Méme si la contrainte de sous-arbres n’est pas formulée dans Bordewich et al. (2009),
elle est implicitement utilisée dans les preuves des théorémes. La présence d’une telle séquence
d’opérations SPR est difficile & prouver théoriquement dans le cas de LS et BD, mais les
résultats d’une simulation que nous avons conduite & cet effet, suggérent qu’elle doit aussi

exister dans le cas des deux derniéres mesures.

3.2.4 Validation des transferts horizontaux de génes
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L’analyse par bootstrap est utilisée pour estimer un intervalle de confiance associé aux arétes
internes des arbres phylogénétiques (Felsenstein, 1985). Ici nous étendons la procédure de
validation des transferts horizontaux, initialement proposée dans Makarenkov et al. (2006),
pour estimer le support de bootstrap des transferts horizontaux de génes inférés. Les trois

stratégies suivantes peuvent étre adoptées pour évaluer la fiabilité des THG obtenus :

Premiére stratégie : les séquences utilisées pour construire les arbres d’espéces et de géne

sont répliquées.

Les arbres d’especes et de gene sont inférés a partir des séquences répliquées avec les mémes
méthodes utilis€es pour reconstruire les arbres originaux d’especes et de géne. Pour tous les
THG appartenant au scénario original, nous vérifions s’ils apparaissent dans le scénario
généré avec les arbres inférés & partir des réplicats. Cette vérification est effectuée en
comparant les opérations SPR correspondantes. Dans cette étude, deux THG (ou opérations
SPR) sont considérés comme équivalents si et seulement si les bipartitions des deux arétes
donneuse (e.g., 'aréte (x,y) sur la figure 3.3) et receveuse (e.g., [’aréte (z,w) sur la figure 3.3)
sont équivalentes dans les deux transferts (i.e., les topologies des sous-arbres du donneur et
du receveur peuvent étre différentes, mais les espéces sont les mémes pour les deux transferts
comparés). Une autre solution, plus stricte, serait de considérer que ces deux transferts sont
identiques si et seulement si les sous-arbres donneur et receveur sont identiques dans les deux
transferts (i.e., la distance RF entre eux est égale a 0). Comme les données considérées sont
des réplicats, une telle stratégie produit habituellement de faibles scores de bootstrap,
particulie¢rement, pour des phylogénies mal résolues. Il est & noter que les ensembles de jeux
de données répliquées ne donnent pas toujours lieu a des arbres d’espéces et de gene dont
I’aréte de la racine est exactement la méme que dans les arbres originaux. Si une aréte
induisant une bipartition identique & I’aréte racine des arbres de référence n’existe pas dans
I’arbre pseudo-répliqué, alors la racine peut €tre placée sur une aréte produisant la bipartition
la plus proche, en termes de la distance de Hamming, de la bipartition induite par I’aréte de la
racine de I’arbre original. Une telle stratégie de positionnement de la racine est utilisée pour
réduire le nombre de THG détectés avec les données répliquées (une stratégie alternative

serait de faire ’enracinement avec un outgroup ou d’utiliser I’aréte médiane de ['arbre).
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Deuxiéme stratégie : seules les données de séquences ufilisées pour construire arbre de

géne sont répliquées.

Les séquences utilisées pour construire I’arbre d’espéces ne sont pas ré-échantillonnées.
L’arbre d’espéces est alors fixé et gardé constant. Dans ce cas, nous devons vérifier qu’il est
hautement fiable (e.g., il a des hauts scores de bootstrap). Par exemple, I’arbre d’especes peut
étre inféré en utilisant les informations taxonomiques appropriées disponibles sur le site du
NCBI (NCBI Handbook, 2002) ou celui de "L’arbre de la vie" (Maddison et Schultz, 2004).
La situation ou la bipartition correspondant a I’aréte de la racine dans I’arbre de géne original
n’est pas retrouvée dans I’arbre inféré & partir des réplicats, peut étre traitée comme dans le
cas précédent. Cette stratégie donne habituellement des scores de bootstrap des transferts plus

¢levés que la premiére stratégie.

Troisiéme stratégie : le bootstrap des transferts peut étre calculé entre deux topologies

d’arbres.

Contrairement au bootstrap traditionnel qui nécessite des séquences pour calculer les scores
de bootstrap, le bootstrap de THG peut étre effectu¢ méme si les séquences permettant
I’inférence des topologies des arbres d’espéces et de geéne ne sont pas disponibles.
Précisément, nous pouvons tout d’abord exécuter notre programme avec une option de
recherche exhaustive, produisant la liste de tous les scénarios de transferts de colit minimal;
cette option est aussi disponible dans le programme Lat7Trans (Hallett et Lagergren, 2001) qui
a une complexité algorithmique exponentielle en fonction du nombre de THG. Dans notre
stratégie, cette option consiste a vérifier toutes les opérations SPR satisfaisant la contrainte de
sous-arbres qui minimisent a chaque étape la valeur du critere d’optimisation sélectionné.
Dés que cette liste est établie, nous pouvons calculer les scores de bootstrap de THG en

estimant le taux d’occurrences de chaque THG dans cette liste.

Quand les séquences servant a la reconstruction des arbres d’especes et de géne sont
disponibles, les combinaisons des stratégies (1 et 3) ou (2 et 3) peuvent étre aussi considérées
pour évaluer le support de bootstrap. Dans un cas général, les Formules 2 et 3 peuvent étre

utilisées pour calculer le score de bootstrap HGT BS du transfert ¢ :
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HGT _BS(t)=( > (
lsisNT 1sjsNT 1sksNj; ij

%% 1009 Y(Np x Np), et @)

1, si ¢ est dans le scénario de cofit minimal k pour les arbres d'espéces 7. et de géne T,

0, (0= i i3
A .
J 0, sinon

ou NT et NT’ sont, respectivement, le nombre d’arbres d’espéces et de géne générés a partir
des réplicats et N, est le nombre de scénarios de colit minimal obtenus quand ’algorithme est
appliqué a I’arbre d’especes T; et ’arbre de geéne 7. Le score de bootstrap d’un scénario peut
étre défini comme le produit de tous les scores de bootstrap individuels faisant partie du
scénario obtenu. Une comparaison de la technique de validation proposée avec la méthode de
validation incluse dans le logiciel PhyloNet (Than et al., 2008a) est présentée dans la section

suivante.

3.3 Simulations Monte-Carlo
3.3.1 Description des simulations

Une étude Monté-Carlo a été conduite pour tester |’habilité¢ du nouvel algorithme a retrouver
des transferts corrects. Deux types de simulations ont été conduits : dans la premiére, nous
avons considéré les arbres de génes avec différents niveaux de confiance (leur bootstrap
moyen se situe entre 60 et 100%). Nous avons alors mesuré et comparé le taux de détection
pour les quatre criteres d’optimisation de notre algorithme, ainsi que pour la méthode
LatTrans. Dans le second, nous avons assumé que les arbres de génes ne contiennent pas
d’incertitudes et les simulations sont effectuées sans considérer les séquences (les arbres
d’espéces sont supposés &tre connus dans les deux types de simulations). Nous avons alors
examingé les performances du nouvel algorithme en fonction du critere d’optimisation choisi
(incluant LS, RF, QD et BD), du nombre d’espéces observées et du nombre de THG. Par la
suite, une comparaison détaillée avec les algorithmes LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001)
et RIATA-HGT (Nakhleh et al., 2005; Than et Nakhleh, 2008) a été cffectuée en utilisant la
dissimilarité de bipartitions (BD, Makarenkov et al., 2007; Boc et al., 2010a) comme critére

d’optimisation dans notre algorithme. Ce critere a donné les meilleurs résultats parmi les
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quatre critéres testés. La procédure de simulations inclut les quatre étapes de base décrites ci-

dessous.

Premieére étape : génération d’un arbre d’espéces aléatoire.

Un arbre d’especes binaire 7 a été généré en utilisant une procédure de génération d’arbres
aléatoires proposée par Kuhner et Felsenstein (1994). La longueur des arétes de T a été
calculée en utilisant une distribution exponentielle. Suivant I’approche de Guindon et
Gascuel (2002), nous avons ajouté du bruit aux arétes de la phylogénie d’espéces pour créer
une déviation par rapport & I’hypothese de I’horloge moléculaire. Toutes les longueurs des
arétes de T ont été multipliées par 1+ax, ou la variable x a été tirée d’une distribution
exponentielle (P(x>k) = exp(-k)), et la constante a était le facteur de réglage de I’intensité de
la variation. Comme dans Guindon et Gascuel (2002), la valeur de a a été fixée a 0,8. Les
arbres aléatoires générés par cette procédure avaient une profondeur de O(log (1)), ou n était

le nombre d’espéces (i.e., nombre de feuilles dans un arbre phylogénétique binaire).

Deuxieme étape : génération des séquences le long de I’arbre d’espéces aléatoire.
S

Pour le premier type de simulations uniquement, ol les arbres de génes étaient supposés
inclure des incertitudes, nous avons utilisé le programme SeqGen (Rambaut et Grassly, 1996)
pour générer les séquences d’ADN le long des arétes de ’arbre d’espéces construit & la
premiére étape. Comme SeqGen ne donne que les séquences associées aux feuilles de I’arbre,
nous avons légérement modifié son code pour pouvoir extraire les séquences générées qui
sont associées aux nceuds internes de ’arbre (en fait, SeqGen génére ces séquences
ancestraux, mais ne les affiche pas). Le programme SeqGen a été utilisé avec le modele de
substitution de nucléotides HKY (Hasegawa et al., 1985), le modele de taux d’hétérogénéités
assignant différents taux aux différents sites selon une distribution Gamma (avec le paramétre
shape égale a 1.0) et le rapport (TS/TV) égal & 2.0. Ces configurations ont été sélectionnées
dans le but de rendre les paramétres de simulations similaires a ceux utilisés dans la section
d’exemples. Les séquences d’ADN avec 100, 500, 1000, 5000 et 10000 nucléotides ont été

générées.
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Troisiéme étape : simulation des transferts horizontaux.

Pour chaque arbre d’espéces 7, nous avons généré les arbres de génes avec le méme nombre
de feuilles en appliquant un nombre fixe de mouvements SPR aléatoires (représentant les
THG) de ses sous-arbres. Un modele satisfaisant les contraintes d’évolutions (figure 3.1) a
été implémenté pour générer les THG aléatoires. Pour chaque arbre d’espéces, les arbres de
génes englobant un nombre différent de THG, variant de 1 a 10, ont été générés. Dans le
premier type de simulations ou les séquences ont €té analysées, nous avons procédé comme
suit : apreés chaque opération SPR, nous avons régénéré, en utilisant SeqGen, les séquences
associées a tous les nceuds des sous-arbres déplacés. Cette régénération a été initiée a partir
de la séquence racine de tous les sous-arbres déplacés. La séquence racine a été initialisée
avec celle associée au nceud interne, le plus proche de la racine, de ’aréte receveuse. Pour
chaque taille de séquences, différents taux de substitutions ont été simulés. Différentes
longueurs d’arétes ont été considérées dans le but d’atteindre la variation de taux de
substitutions (voir Posada et Crandall, 2001 pour plus de détails). Ces variations ont mené a
des arbres de genes avec différents scores de bootstrap, variant de 60 a 100%. Par exemple,
pour les arbres de génes avec 50 feuilles et des séquences d’ADN de 1000 nucléotides, la
moyenne de longueurs d’arétes de 4,3 était nécessaire pour obtenir un score de bootstrap de
100%, alors qu’un score moyen de 60% correspondait a une longueur moyenne d’arétes
beaucoup plus petite, et égale & 0,08. Pour obtenir une longueur moyenne d’arétes d’un arbre
de geéne nécessaire, nous avons divisé toutes les longueurs d’arétes de I’arbre d’espéces
correspondant par une valeur constante prédéfinie, que nous avons calculée a I’étape 1. En
utilisant le programme Segboot du paquet PHYLIP (Felsenstein, 1989), nous avons créé 100
réplicats de chaque ensemble de données générées. Les arbres de maximum de vraisemblance
(ML) ont été inférés a partir des séquences originales et répliquées en utilisant la méthode
PHYML (Guindon et Gascuel, 2003). Tous les paramétres de PHYML utilisés étaient
identiques & ceux employés dans SeqGen. Toutes les phylogénies inférées a partir des
séquences d’ADN ont été classifiées dans une des 4 catégories selon le score moyen de
bootstrap (intervalles : 60 a 70%, 70 a 80%, 80 a 90% et de 90 a 100% ; le programme
PHYML permet aussi de calculer les scores de bootstrap). Les arbres de génes dont les scores
de bootstrap moyens étaient inférieurs a 60% ont été exclus de 1’analyse. Une distribution

uniforme des arbres de génes dans chacun des 4 intervalles a ét€¢ maintenue.
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Simulations : les algorithmes comparés.

Les résultats illustrés dans les figures 3.6, 3.7, 3.8, 3.9 et 3.10 ont été obtenus dans les
simulations effectuées avec des arbres phylogénétiques aléatoires avec 10, 20, ..., 100
feuilles. Pour chaque taille d’arbres, nombre de THG, taille des séquences et taux de
substitutions (les deux derniers parametres ont €té¢ considérés uniquement dans les
simulations avec des séquences), 1000 jeux de données répliqués ont été¢ générés (a
I’exception de LatTrans dans le cas de la figure 3.7). Dans les simulations avec les arbres et
les séquences, les quatre stratégies basées sur LS, RF, QD et BD, et [’algorithme de recherche
exhaustive LatTrans ont été comparés (voir les figures 3.7, 3.8, 3.9, 3.10). Puis, la stratégie
basée sur BD a été comparée a ’algorithme RIATA-HGT (dans ce cas, la comparaison a été

aussi conduite pour les arbres non-binaires).

3.3.2 Résultats des simulations

3.3.2.1 Comparaison de notre algorithme utilisant LS, RF, QD et BD comme critére
d’optimisation et de LatTrans

Nous avons premierement comparé les quatre stratégies algorithmiques discutées dans des
simulations avec des données de séquences. Le comportement du taux de détection des THG
par rapport au nombre de THG est présenté a la figure 3.6. Les résultats des algorithmes
utilisant LS, RF, QD et BD, et ceux utilisant 1’algorithme LatTrans, sont présentés
séparément pour chacun des intervalles de confiance des arbres de geénes sélectionnés (i.e., 60
a 70%, 70 a 80%, 80 & 90% et 90 a 100%). Le taux de détection (i.e., vrais positifs) a été
mesuré comme un pourcentage de recouvrement des transferts présents dans le scénario
original. L’algorithme basé sur BD a été en général plus efficace que les stratégies utilisant
LS, RF et QD et que LatTrans en termes de taux de détection (figure 3.6). Ses performances
sont plus notables pour les arbres de génes avec un haut niveau de confiance, allant de 80 2
100% (figure 3.6¢-d), quand il est comparé aux stratégies utilisant LS, RF et QD, et pour les
arbres de genes avec un faible niveau de confiance, allant de 60 a 80% (Figure 3.6a-b), quand

il est comparé a LatTrans.
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Figure 3.6 Taux de détection des transferts horizontaux en fonction du nombre de
THG pour quatre niveaux de confiance des arbres de géne. Chaque graphique est
associé a un intervalle de confiance associé a ’arbre de géne : (a) de 60 a 70%, (b) de 70
a 80%, (c) de 80 a2 90%, et (d) de 90 a2 100%. Chaque point du graphique représente le
résultat moyen obtenu pour des arbres aléatoires de 10, 20 ... 100 feuilles et des
séquences d’ADN de 100, 500, 1000, 5,000 et 10,000 nucléotides ; 1000 réplicats ont été
générés pour chaque combinaison de paramétres pour les stratégies algorithmiques
basées sur LS, RF, QD et BD, et 100 réplicats pour LatTrans.
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Il est intéressant de noter que les algorithmes utilisant BD et LS aussi bien que LatTrans ont

produit des résultats trés similaires quand le nombre de THG était faible.

Pour les arbres de génes avec un haut niveau de confiance (figure 3.6d), le critére BD
et LatTrans ont produit des résultats tres stables qui étaient meilleurs que ceux fournis par
QD et LS. Cependant, pour les arbres de génes avec un support de bootstrap moyen ou faible
(figure 3.6a-c) I'utilisation du critére LS permet de surclasser les critéres QD et RF, et mene
souvent aux résultats trés proches de ceux générés par BD et LatTrans. Sans surprise, notre
algorithme utilisant le crittre RF a ét¢ habituellement le pire parmi les cing techniques

comparées quel que soit le niveau de confiance de I’arbre de géne et le nombre de THG.

3.3.2.2 Résultats des simulations avec des arbres sans incertitude

Nous avons étudié le comportement des algorithmes basés sur LS, RF, QD et BD sous la
condition d’exactitude de 1’arbre de géne. La figure 3.7a montre les taux de détection moyens
correspondant aux quatre critéres considérés. La figure 3.7b montre la précision des quatre
stratégies en termes de recouvrement des scénarios complets (I’ensemble des transferts
simulés) de THG : Dans les deux cas (figure 3.7a-b), la stratégie basée sur BD surclasse

clairement les stratégies basées sur RF, LS et QD.
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Figure 3.7 Comparaison des stratégies algorithmiques utilisant différents critéres
d’optimisation (RF, LS, BD et QD). Le taux de détection des transferts corrects (a), et le
taux de scénarios de THG complets retrouvés (b) sont représentés en fonction du

nombre de transferts, variant de 1 a 10,

Les résultats obtenus avec QD s’améliorent quand le nombre de THG diminue (figure
3.7a), et ils sont seulement 1égérement inférieurs a ceux obtenus avec BD lorsqu’on identifie
les scénarios complets de THG (figure 3.7b). La distance RF est la pire des quatre stratégies
en termes de taux de détection des THG et d’identification du nombre total de transferts. Les

performances de la stratégie basée sur BD sont les plus intéressantes en termes de taux de
détection des THG.
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3.3.2.3 Comparaison détaillée avec LatTrans

La stratégie algorithmique basée sur BD a été comparée & 1’algorithme LatTrans dans le cas
ou I’on ne dispose que des topologies d’arbres. La comparaison de ces algorithmes basés sur
les distances a été conduite en considérant le taux de détection des THG et le temps
d’exécution. Notons que la complexité temporelle de I’algorithme LatTrans est oQn"), ot ©
est le nombre de transferts et » est le nombre de feuilles dans 1’arbre (Hallett et Lagergren,
2001). La figure 3.8a-f représente le taux de détection des deux algorithmes en fonction du
nombre de feuilles de ’arbre et du nombre de transferts générés. Les diagrammes de la figure
3.8a-b montrent le taux de détection des transferts en fonction du nombre de feuilles et du
nombre de THG générés. Comme LatTrans doit produire comme solution une liste de tous
les scénarios de colit minimal, nous avons toujours sélectionné le premier scénario de la liste
pour calculer les taux de transferts (selon Beiko et Hamilton, 2006, LatTrans peut cependant
manquer certains scénarios de colit minimal dans des larges phylogénies). Sans surprise, le
taux de détection augmente avec |’augmentation du nombre de feuilles. En observant le taux
de détection par rapport au nombre de feuilles, LatTrans surclasse |égérement I’algorithme
basé sur BD (figure 3.8a) pour les arbres de 50 a 70 feuilles, tandis que notre algorithme est
meilleur dans tous les autres cas. En observant le taux de détection par rapport au nombre de
THG (figure 3.8b), notre algorithme est meilleur pour les grands nombres de THG (5 4 10) et
plus faible pour les petits nombres (1 & 3). La figure 3.8c-d montre la précision des deux
algorithmes quand nous ne considérons que le nombre de THG retrouvés. Quand le nombre
total de THG est retrouvé correctement, la seule possibilité pour ne pas détecter la position ou
la direction exacte de certains THG demeure I’existence de plusieurs scénarios de cofit
minimal ou quasi-minimal (si un scénario de co{it quasi-minimal est trouvé). Par exemple, un
transfert de direction opposée menant & la méme solution (i.e., le méme arbre de géne) induit
une variante d’un scénario de colt identique (voir Maddison, 1997 pour plus de détails sur les
transferts opposés, et Addario-Berry ef al. (2003) pour une discussion sur les scénarios de
colit minimal et quasi-minimal). Il est important de noter que parfois LatTrans génére des
scénarios qui ne satisfont pas les contraintes d’évolution (e.g., dans certains cas des scénarios
cycliques, voir la figure 3.1 b et d, sont trouvés par cette méthode). En moyenne, [’algorithme
basé sur BD et LatTrans étaient capables de prédire correctement le nombre total de THG

dans 91,1% et 92,5% des cas, respectivement (figure 3.8c-d). Nous avons aussi mesuré le
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pourcentage d’instances quand les algorithmes comparés étaient capables de trouver un
scénario complet (figure 3.8e-f). Un scénario complet de THG est identifié si tous les
transferts trouvés par un algorithme sont présents dans le scénario original et si leur nombre

est aussi correct.

Généralement, I’algorithme basé sur BD a surclassé LatTrans en termes de
recouvrement de scénarios complets. Cet avantage a principalement été du a la présence de
transferts violant les contraintes d’évolution discutées (figure 3.1) dans certains scénarios
générés par LatTrans. La complexité polynomiale de notre algorithme et I’amélioration de
ses résultats, en comparaison avec LatTrans, quand le nombre de feuilles ou de THG
augmentent, le rend particuliérement intéressant pour V’analyse de larges phylogénies

englobant plusieurs conflits topologiques dus aux transferts horizontaux de génes.

Finalement, nous avons aussi comparé le temps d’exécution des deux algorithmes.
Comme précédemment, les performances algorithmiques ont été évaluées en fonction du
nombre de THG (figure 3.9a) et du nombre de feuvilles (figure 3.9b). Les simulations ont été
effectuées sur un PC équipé d’un processeur Pentium IV dual-core de 3.2 GHz et 4 Go de
RAM. Les courbes illustrées sur la figure 3.9 confirment qu’a partir de 30 feuilles et 7

transferts, notre algorithme produit un gain trés significatif dans le temps d’exécution.
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Figure 3.8 Comparaison de la stratégie basée sur BD (=) avec LatTrans (0). Les

graphiques (a) et (b) représentent le taux de détection des transferts corrects, (c) et (d)

le nombre total correct de THG, et (e) et (f) le taux de détection des scenarios complets

de THG.
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Figure 3.9 Comparaison de HGT-Detection (g) avec LatTrans (o) en termes de temps
d’exécution. La portion (a) montre le temps d’exécution de ’algorithme en fonction du

nombre de transferts et la portion (b), en fonction du nombre de feuilles de ’arbre.

3.3.2.4 Comparaison avec RIATA-HGT, HorizStory et EEEP

A part I'algorithme LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001), qui est supposé inférer tous les
scénarios de THG de colt minimal, mais qui est exponentiel sur le nombre de transferts,
plusieurs stratégies heuristiques ont récemment été développées pour détecter les transferts
horizontaux de génes. Parmi les plus populaires, nous mentionnons HorizStory (MacLeod et
al., 2005), Efficient Evaluation of Edit Paths (ou EEEP ; Beiko et Hamilton, 2006) et RIATA-
HGT (Nakhleh ef al., 2005). Tous ces algorithmes visent & détecter les THG en réconciliant
une paire de phylogénies, d’espéces et de géne. Le paquetage PhyloNet (Than et al., 2008a)
inclut une implémentation étendue de ’algorithme RIATA-HGT avec plusieurs améliorations
algorithmiques pour calculer des solutions multiples et pour manipuler des arbres non-
binaires (Than et Nakhleh, 2008). Les résultats des simulations présentées dans Than et al.
(2007) et Than et Nakhleh (2008) suggérent que la nouvelle version de RIATA-HGT surclasse
significativement en termes de rapidité les algorithmes HorizStory, EEEP et LatTrans, et
fonctionne au moins aussi bien que LatTrans en termes de précision. Une nouvelle
caractéristique importante récemment ajoutée au paquet PhyloNet est ’estimation du support
de bootstrap des transferts retrouvés (Than er al., 2008b). RIATA-HGT ne recouvre pas
toujours le scénario de colt minimal, mais les résultats expérimentaux montrent de tres

bonnes performances empiriques sur des données synthétiques et réelles (Nakhleh et al,
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2005). RIATA-HGT génére un ensemble de scénarios de THG de la méme taille et produit un
réseau de consensus des solutions obtenues. D’autre part, la simulation conduite par Beiko et
Hamilton (2006, voir la Table 1 et la figure 4 dans leur article) pour comparer les
performances des algorithmes HorizStory, EEEP et LatTrans confirme que LatTrans
surclasse HorizStory et EEEP en termes de précision de détection des THG. Par exemple,
pour les arbres avec 5 a 20 feuilles les trois algorithmes montrent un recouvrement presque
parfait des THG (90 & 100% de taux de recouvrement), mais pour de larges arbres (30 4 100
feuilles) les performances de HorizStory et EEEP chutent significativement (la Table 1 dans
Beiko et Hamilton, 2006 montre que pour les arbres avec 100 feuilles, le taux moyen de
recouvrement pour HorizStory est 33,3%, pour EEEP est 70% et pour LatTrans est 96,7%).
Par conséquent, nous avons décidé de comparer les performances de notre algorithme basé
sur BD a RIATA-HGT (version 1.6), qui a un nombre de caractéristiques communes avec
notre algorithme (e.g., manipulation d’arbres non-binaires, estimation du support de
bootstrap) et qui est I’heuristique la plus rapide en termes de temps d’exécution. La
comparaison avec RIATA-HGT a été conduite sur des données d’arbres en termes de taux de
détection des THG et de temps d’exécution. La figure 3.10a-d représente les performances de
I’algorithme RIATA-HGT et de la stratégie basée sur BD en fonction du nombre de feuilles et
de transferts générés. Les simulations ont été menées avec des arbres binaires et non-binaires,
et les résultats présentés a la figure 3.10 sont des résultats combinés obtenus pour ces deux
types d’arbres. Premi¢rement, les arbres d’espéces et de génes ont €té générés comme décrit
ci-dessus. Deuxiémement, pour effectuer Jes simulations avec les arbres non-binaires,
certains nceuds des arbres binaires ont €té fusionnés pour obtenir des multifurcations. Le
nombre d’opérations de fusion pour chaque arbre d’espéces a été sélectionné aléatoirement et
variait de 1 a »-3 pour un arbre d’especes de » feuilles. Au total, 100 arbres binaires et 100
arbres non-binaires ont €t¢ générés pour chaque paires de parametres (nombre de transferts
horizontaux, qui variait de 1 a 10 ; taille de ’arbre qui variait de 10 & 100 feuilles) ; les arbres
de génes étaient toujours binaires. Les arbres de références générés, utilisés dans les
simulations  peuvent  étre  téléchargés  depuis  I’adresse = URL  suivante:
http://www .labunix.ugam.ca/~makarenv/Simulation_trees.zip. La figure 3.10 (a et b)
représente 1’erreur de détection des THG consistant en une différence moyenne absolue entre

le nombre total de transferts générés et retrouvés. Seuls les THG non-triviaux ont été pris en
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compte dans ces simulations (les THG triviaux, possibles dans les arbres non-binaires
seulement, sont des transferts entre les arétes adjacentes, ayant en commun un nceud interne
de degré plus grand que 3 ; ils sont seulement nécessaires pour transformer un arbre non-

binaire en arbre binaire).
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Figure 3.10 Comparaison de LatTrans (0) avec HGT-Detection (z) en termes de taux de
détection de transferts et de temps d’exécution. Le taux de détection d’erreurs est
représenté en fonction du nombre de transferts (a), et en fonction du nombre de feuilles
de l’arbre (b). Le temps d’exécution est représenté en fonction du nombre de transferts

(c), et en fonction du nombre de feuilles de I’arbre (d).

La figure 3.10 suggeére que I’algorithme basé sur BD surclasse RIATA-HGT en termes
de taux de détection des transferts horizontaux. Alors que les résultats produits par les deux
algorithmes sont trés similaires pour les arbres binaires, I’algorithme basé sur BD surpasse

clairement RIATA-HGT dans le cas des arbres non-binaires. De plus, la précision de notre
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algorithme s’améliore quand le nombre de feuilles augmente (figure 3.10b), alors que la
précision de RIATA-HGT demeure instable (principalement & cause de mauvaises
performances dans le cas des arbres non-binaires). En termes de temps d’exécution,
I’avantage va aussi a l’algorithme basé sur BD (figure 3.10 ¢ et d). La comparaison des
résultats produit par RIATA-HGT et par notre algorithme pour les deux jeux de données

réelles est faite dans la section Exemples de la présente theése.

Than et al. (2008b) ont aussi proposé une méthode, maintenant incluse dans le paquet
PhyloNet, pour évaluer le support de bootstrap des THG. La figure 3.11 présente une
illustration du calcul de la valeur de support d’une aréte de THG par RIATA-HGT (voir aussi
la figure 8 dans Than et al., 2008b). Dans cette étude, le support de I’aréte de THG, X — 7,
ajoutée a ’arbre d’especes est défini comme le support de bootstrap maximal de toutes les
arétes internes du chemin liant les nceuds Z et X dans I’arbre de géne. Le support de bootstrap
de I’événement X — Y donné par RIATA-HGT est 100% dans ce cas. Ce calcul ne tient pas
compte du faible support de bootstrap, de 10%, de I’aréte interne séparant les feuilles B et D
du reste de I’arbre. Nous pensons que les scores de bootstrap des THG calculés de cette fagcon
sont largement surestimés. En outre, cette fagon d’évaluer le support de bootstrap des THG
ne prend pas en compte les topologies des phylogénies de géne répliquées (la phylogénie
d’especes étant fixe). Un arbre de géne unique avec les scores de bootstrap donnés de ses
arétes internes n’englobera pas toujours toutes les caractéristiques importantes de I’ensemble
des arbres répliqués que nous avons utilisés pour calculer ces scores. Méme si le support de
bootstrap de chaque clade est indiqué dans un tel arbre unique, I’information clé, concernant
le pourcentage d’occurrences quand deux sous-arbres affectés par un THG sont présents
ensemble dans les arbres de géne répliqués, est manquante. Dans notre méthode, chaque
arbre répliqué est testé, et les statistiques sont combinées (voir les Formules 2 et 3) pour
calculer le support de bootstrap des transferts horizontaux. Par exemple, le score de bootstrap

du THG X — Y (figure 3.11) calculé par notre méthode devrait étre 10% au plus.
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Figure 3.11 Calcul de la valeur de support de bootstrap d’un transfert horizontal par
RIATA-HGT : le score de bootstrap du transfert X — Y est défini comme le score de
bootstrap maximum de toutes les branches internes du chemin reliant les nceuds Z et X
dans I’arbre de géne (il est égal 4 100% dans ce cas). Avec notre méthode, le score de

bootstrap du transfert X — ¥ devrait étre 10% au plus.

3.4 Exemples
3.4.1 Détection des transferts horizontaux du géne rpli2e

Nous avons tout d’abord examiné I’évolution du géne rpll2e pour les 14 organismes
d’ Archées originalement considérés par Matte-Tailliez et al. (2002). Les derniers auteurs ont
discuté des problémes rencontrés lors de la reconstruction de certaines parties de la
phylogénie des Archées et ont émis une hypothése selon laquelle des transferts horizontaux
ont grandement influencé 1I’évolution du gene rpll2e. Matte-Tailliez et al. (2002) ont inféré
I'arbre de maximum de vraisemblance (ML) du géne rpil2e (figure 3.12) pour 14 organismes
d’Archées et I’ont comparé & la phylogénie ML (figure 3.13) basée sur la concaténation de 53
protéines ribosomales (7,175 positions). Le calcul des valeurs du parametre o et les autres
analyses ML, prenant en compte le taux de variation entre les sites et la correction I'-law pour
les 53 protéines concaténées, ont été effectués par Matte-Tailliez es al. (2002) en utilisant le
programme PUZZLE (Strimmer et von Haeseler, 1996). Face a 1’incongruence topologique
des phylogénies obtenues, les auteurs ont prédit quelques cas de THG du gene rp/l2e. Plus

précisément, le cas du THG entre les clades de Thermoplasmatales (Ferroplasma
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acidarmanus et Thermoplasma acidophilum) et Crenarchaeota (deropyrum pernix,

Pyrobaculum aerophilum et Sulfolobus solfataricus) a été indiqué comme le plus évident.

Nous avons tout d’abord reconstruit les topologies des arbres d’espéces (figure 3.13)
et de géne (figure 3.12) a partir des séquences originales. La détection des THG a été
effectuée avec la stratégie algorithmique basée sur la dissimilarité de bipartitions (BD). Cinq
transferts nécessaires pour réconcilier les topologies d’espéces et de géne ont été trouvés (ils
sont indiqués par des fléches sur la figure 3.13). Le transfert entre le clade (Halobacterium
sp. et Haloarcula marismortui) et ’organisme Methanobacterium thermoautotrophicum a été
trouve a la premiere €tape. Son support de bootstrap, calculé en fixant la topologie de ’arbre

d’espéces et en répliquant les séquences de I’arbre de géne, est 55%.

Ferroplasma acidarmanus

Thermoplasma acidophilum
79 Aeropyrum pemix
100
79 ————  Pyrobaculum aerophilum
— 4 L sulfolobus solfataricus
Pyrococcus abyssi
81 Pyrococcus horikoshii
‘|_ Pyrococcus funosus
Methanococcus jannaschii
65 —————— Archaeoglobus fulgidus
51 ——— Methanosarcina barkeri
56 ——— Methanobacterium themrmoautotrophicum
10 56 —— Haloarcula marismortui
100

Halobacterium sp.

Figure 3.12 Arbre de maximum de vraisemblance du géne rpll2e. Les scores de
bootstrap associés aux branches de I’arbre, obtenus en utilisant les programmes Seqboot
et Protml (modéle JTT, Jones ef al., 1992) du paquetage PHYLIP (Felsenstein, 1989),

sont indiqués.
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A la deuxiéme et a la troisiéme étape, nous avons trouvé les transferts entre
Pyrococcus horikoshii et Pyrococcus furiosus (étape 2), et entre Sulfolobus solfataricus et
Pyrobaculum aerophilum (étape 3). Ces deux transferts lient des espéces proches et ont de
faibles scores de bootstrap de 31% et 38%, respectivement. Les faibles scores de bootstrap de
ces transferts peuvent étre expliqués par la possibilité de THG opposés menant, dans les deux

cas, aux mémes réarrangements topologiques que ceux induits par les transferts obtenus.

Les transferts 4 et 5 lient le clade des Crenarchaeota aux organismes Thermoplasma
acidophilum et Ferroplasma acidarmanus. Les transferts entre ces deux groupes ont été
prédits par Matte-Tailliez et al. (2002). La direction identique et les scores de bootstrap
similaires des THG 4 et 5 suggérent qu’un unique transfert horizontal, au lieu des deux
transferts indiqués, pourrait avoir lieu entre les clades de Thermoplasmatales et
Crenarchaeota. Il est & noter que tout algorithme basé sur la minimisation de la distance SPR
devrait trouver deux transferts dans ce cas. Un THG unique reliant ces clades serait
vraisemblablement caché suite & un artéfact affectant la reconstruction de ’arbre de géne
(figure 3.12). Par exemple, si les organismes Thermoplasma acidophilum et Ferroplasma
acidarmanus étaient voisins dans I’arbre de géne, un unique THG du clade des Crenarchaeota
au clade des Thermoplasmatales, au lieu des THG 4 et 5 présentés a la figure 3.13, serait

suffisant pour obtenir la topologie de I’arbre de géne.

Au total, quatre scénarios de THG de colt minimal ont été trouvés pour les arbres
d’espéces et de gene considérés. Tous ces scénarios incluent les THG 1, 4 et 5. Cependant,
les transferts 2 et 3 peuvent €tre présentés comme a la figure 3.13 ou aller dans la direction

opposée (voir leur faible score de bootstrap calculé en utilisant les Formule 2 et 3).
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Pyrobaculum aerophilum

Aeropyrum pemix

38%

L.

of

Sulfolobus solfataricus

5 Pyrococcus furiosus
31%
Pyrococcus abyssi

Pyrococcus hornkoshii

4 69%
T— Methanococcus jannaschii
\ Methanobacterium thermoautotrophicum
60%
U}% Archaeoglobus fulgidus
55%
\ Methanosarcina barken
.\ — Haloarcula marismortui

N L Halobacterium sp.
10 Thermoplasma acidophilum

Figure 3.13 Scénario de transferts obtenu par I’algorithme HGT-Detection appliqué au

Ferroplasma acidarmanus

jeu de données du géne rpll2e. Le score de bootstrap des THG est indiqué a c6té de
chaque transfert détecté. Les fléches 4 et 5 illustrent les transferts entre les clades des
Thermoplasmatales et des Crenarchaeota prédits par Matte-Taillez ef al. (2002). Les

THG avec un bootstrap de 50% ou moins sont illustrés par des fléches en pointillé.

Pour Pexemple des données du gene rpliZe, I’algorithme RIATA-HGT a trouvé 9
solutions, chacune de taille 5 (figure 3.14). Cing de ces solutions contredisent la contrainte de
la méme lignée (ils incluent un THG marqué par [time violation ?] dans la sortie du
programme, voir I’Annexe B.2) et quatre d’entre elles satisfont toutes les contraintes
plausibles d’évolution. La solution représentée sur la figure 3.14 est parmi ces quatre
solutions éligibles. Les scores de bootstrap trouvés par RIATA-HGT sont indiqués dans la
sortie du programme. Ils sont en général plus grands que les scores de bootstrap

correspondants calculés par notre méthode, mais nous trouvons ces valeurs largement
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surestimées. Par exemple, le score parfait de 100% pour les THG 4 et 5 (figure 3.15) a été
trouvé par RIATA-HGT, malgré le score de 79% de I’aréte liant I’organisme Thermoplasma

acidophilum et le clade des Crenarchaeota (figure 3.12).
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Figure 3.14 Scénarios de transferts obtenus par I’algorithme RIATA-HGT appliqué au jeu
de données du géne rpll2e; 9 solutions, chacune de taille 5 ont été trouvées. Cinq de ces

solutions violent la contrainte de la méme lignée (figure 3.1a).
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3.4.2 Détection des transferts horizontaux de PheRS synthétase.

Woese et al. (2000) ont analysé, du point de vue évolutif, la relation des aminoacyl-tRNA
synthétases (AARS) & leur code génétique. [Is ont trouvé que les AARSs sont treés informatifs
du point de vue du processus d’évolution. L’analyse de différents arbres phylogénétiques
pour un nombre d’AARS considérés a révélé les caractéristiques suivantes : les relations
évolutives des AARS sont généralement conformes a la phylogénie d’espéces ; une forte
distinction existe entre les AARS de type bactérien et les archées ; le transfert horizontal des
génes AARS entre les bactéries et les archées est asymétrique : les THG d’AARS des archées
(groupe de micro-organismes unicellulaires) vers les bactéries est plus prévalent que I’inverse

(Boc et al., 2010).

Nous avons examiné ’évolution des séquences du PheRS synthétase pour I’ensemble
des 32 organismes considérés par Woese et al. (2000, figure 2), incluant 24 bactéries, 6
archées et 2 eucaryotes. Comme suggéré par les derniers auteurs, il est pertinent de
considérer I’évolution des aminoacyl-tRNA synthétase de haut en bas comme une étude de
THG. L’arbre phylogénétique du PheRS inféré avec PHYML (Guindon et Gascuel, 2003) est
montré a la figure 3.15. Le modele JTT (Jones ef al., 1992) a été utilisé et ’arbre a été
enraciné entre les bactéries et les archées et eucaryotes en se basant sur la classification
taxonomique du NCBI. Woese ef a/l. (2000) ont utilisé le méme modéle en reconstruisant la
phylogénie du géne PheRS. Cet arbre est légérement différent de celui obtenu par Woese et
al. (2000, figure 2). La plus grosse différence consiste en la présence dans la phylogénie de la
figure 3.15 d’un nouveau clade formé par deux eucaryotes (H. sapiens et S. cerevisiae) et
deux archées (A. fulgidus et M. thermoautotrophicum). Ce clade de quatre espéces,
n’apparaissant pas dans ’arbre de consensus (qui n’est pas montré ici), a un faible support de

bootstrap et est probablement du & des artéfacts de reconstruction.

Le PheRS est la seule synthétase de classe I dans le groupe de codon NUN. 1l n’a pas
de familles proches & I’intérieure de cette classe. Pour les deux sous-unités a et § du PheRS,
différentes longueurs se distinguent significativement des sous-unités bactériennes de leurs
homologues archées (Woese et al, 2000). Les PheRS montrent le schéma classique

canonique ; la seule exception €tant les spirochetes (i.e., B. bugdorferi et T. pallidum). Ce
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sont des archées qui semblent étre reliés a la bactérie P. horikoshii dans ce groupe (voir
figure 3.15 ou la figure 2 dans Woese et al., 2000). L’analyse de la signature de séquences

confirme ce fait.

E. coli
20 changes H. influenzae
H. pylori
R. prowazekii
P. aeruginosa
N. gonorrhoeae
I: Synechocystis sp. PCC 6803
A. aeolicus
85 P. gingivalis
1L_88 _:-— C. trachomatis
C. tepidum
100 T. thermophilus
D. radiodurans .
&80 : C. acetobutylicurn Bacteria
M. tuberculosis
'I: T. maritima
R. capsulatus
99 E. faecalis
90 S. pyogenes
B. subtilis
100r— M. genitalium
— M. pneumoniae
100 B. burgdorferi
88 T. pallidum ]
10| _85 e P horikoshii -
L|:—F’. aerophilum
M 2 S. solfataricus Archaea
M. jannaschii
100 S. cerevisiae
H. sapiens | Eukarya
‘| A. fulgidus —
- M. thermoautotrophicum ) Archaea

Figure 3.15 Arbre phylogénétique du PheRS inféré avec PHYML. Les séquences de
protéines (171 aa) ont été alignées avec ClustalW (Thompson et al., 1994). Une
optimisation de I’alignement a été faite avec MUST (Philippe, 1993). Les régions mal

alignées ont été supprimées en utilisant Gblocks (Castresana, 2000); 160 aa ont été
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conservés. Les scores de bootstrap supérieurs ou égaux a 60% sont indiqués. L’arbre a

été enraciné entre les bactéries et les archées et eucaryotes.

La phylogénie d’espéces correspondant a la classification taxonomique du NCBI
(NCBI Handbook, 2002) a aussi €té¢ construite (figure 3.16). Notons que dans ce cas la
phylogénie d’espéces n’est pas un arbre totalement résolu ; il contient cing nceuds internes de
degré plus grand que trois. Les sept transferts horizontaux non-triviaux (voir la section
précédente pour la définition d’un transfert trivial) avec les scores de bootstrap trouvés par
notre algorithme sont montrés a la figure 3.16. Au total, [’algorithme a identifié¢ 17 transferts,
incluant 10 THG triviaux qui ne sont pas présentés ici. Le transfert numéro 6, ayant le
support de bootstrap de 86%, lie I’organisme P. horikoshii et le clade des spirochétes,
incluant B. bugdorferi et T. pallidum. Ce score de bootstrap est trés proche du plus gros score
possible, de 88%, qui peut étre obtenu pour ce THG (voir le clade de trois taxons
correspondants dans la phylogénie du PheRS montrée 4 la figure 3.16). Ce transfert confirme
I’hypothése que le géne PheRS des spirochetes a été affecté par des THG. D’autre part, les
faibles scores de bootstrap des trois THG non-triviaux (1, 3 et 5 montrés par des fléches en
pointillé sur la figure 3.17) peuvent étre expliqués par le faible support de bootstrap des
arétes internes correspondantes dans la phylogénie de gene (figure 3.16). Par exemple, le
THG numéro 1 liant ’archée A. fulgidus au clade de deux eucaryotes a le score de bootstrap
le plus bas (25% seulement). Dans cet exemple, la solution retrouvée en utilisant BD comme
critére d’optimisation est présentée. L utilisation des critéres RF, QD et LS, au lieu de BD,
meéne aux mémes scénarios de THG qui différent de celui montré a la figure 3.17 seulement
par les scores de bootstrap. Pour ces données, un unique scénario de THG de cofit minimal
avec sept transferts non-triviaux a été trouvé par notre algorithme. Notons que ce jeu de
données a été originalement examiné¢ dans Makarenkov er al. (2006) en utilisant un
algorithme de détection glouton bas¢ sur les critéres d’optimisation RF et LS. La solution
présentée dans ’article de 2006 (voir la figure 5, page 347), consistait en neuf transferts non-
triviaux nécessaires pour transformer I’arbre d’espéces non-binaire de la figure 3.16 en
I’arbre de geéne binaire de la figure 3.15. Dans cet exemple, |’utilisation du nouvel algorithme
a permis d’obtenir un scénario de THG de colt minimal consistant en seulement sept

transferts non-triviaux (e.g., le transfert de H. pylori a R. prowazekii montré sur la figure 5
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dans Makarenkov ef al. 2006 ne fait pas partie du scénario optimal présenté sur la figure

3.16).
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Figure 3.16 Scénario de transferts obtenu par I’algorithme HGT-Detection appliqué

aux séquences du PheRS synthétase. L’arbre a été reconstitué a partir de la
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classification taxonomique de NCBI pour les 32 organismes; 7 transferts non-triviaux
(indiqués par des fléches), incluant 4 THG avec un score de bootstrap supérieur a 50%

et 3 THG inférieur a 50% (fléches en pointillé), ont été trouvés.

Pour ces données, I’algorithme RIATA-HGT a généré 12 solutions, chacune de taille
14, incluant seulement des transferts non-triviaux (voir la figure 3.18). Les cing
transformations initiales de 1’arbre d’espéces indiquées par les ellipses en pointillé sur la
figure 3.17 ont été faites par RIATA-HGT avant d’effectuer la détection des THG. Chacune
de ces transformations correspond a un transfert trivial. Alors, la solution présentée a la
figure 3.17 consiste en 19 THG, comprenant 14 transferts réguliers et 5 transferts triviaux. La
solution de colit minimal trouvée par notre algorithme consistait en 7 transferts réguliers et 10

transferts triviaux. Elle n’a pas été trouvée par RIATA-HGT.

Comme dans I’exemple précédent, les scores de bootstrap trouveés par RIATA-HGT ont
généralement €té plus élevés que ceux trouves par notre algorithme (voir la trace d’exécution
dans I’Annexe B.3). Par exemple, un score parfait de 100% a été trouvé par RIATA-HGT
pour le THG allant de I’archaebactérie P. horikoshii au clade des spirochétes (THG numéro 6
sur la figure 3.17), alors que le clade regroupant ces organismes dans I’arbre de géne a le

support de bootstrap de 88% (figure 3.16).

3.5 Discussion et conclusion

Le transfert horizontal de géne (THG) est un des principaux mécanismes contribuant a la
diversification des génomes microbiens. 11 est trés fréquent chez les différents groupes de
geénes des bactéries (Doolittle, 1999). Par exemple, dans une perspective a long terme, il peut
étre une force dominante, affectant la plupart des génes chez les procaryotes (Doolittle ef al.,
2003). En méme temps, le THG pose plusieurs risques pour les humains, incluant les génes
résistants aux antibiotiques et se propageant parmi les bactéries pathogenes, I’insertion de
nouveaux génes déclenchant le cancer dans I’ADN humain, de méme que les génes associés a
des maladies se propageant et se recombinant pour créer de nouveaux virus et bactéries (Ho,
2002). Dans cette these, nous avons décrit un algorithme précis et s’exécutant en un temps
polynomial pour I”inférence des transferts horizontaux complets. Chaque THG inséré dans la

phylogénie d’espéces aide a réconcilier les topologies des arbres de géne et d’especes. Les
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deux arbres peuvent étre inférés a partir de séquences ou de distances et les deux peuvent
inclure de I’incertitude. L algorithme présenté peut se prévaloir d’une optimisation métrique,
avec les moindres carrés (LS), ou topologique, avec la distance de Robinson et Foulds (RF),
la distance de quartets (QD) ou la dissimilarité de bipartitions (BD), pour prédire les THG.
La mesure BD introduite dans cette thése peut étre vue comme un raffinement intéressant de
la distance RF. Elle permet de saisir le degré de dissimilarité entre des sous-arbres inégaux,

ce que la largement utilisée distance RF ne parvient pas a faire.

La figure 3.18 présente un exemple typique de la situation ol la distance RF est
inappropriée pour trouver un scénario optimal de transformations SPR. Elle montre un THG
dans un arbre binaire avec n feuilles (arbre en forme d’une chenille). Ici, la phylogénie
d’espéces T est ’arbre avant le transfert et la phylogénie de géne T~ est ’arbre aprés ce
transfert. Done, la distance SPR entre T et T’ est 1, alors que la distance RF entre T et 7' est
égale a son maximum possible : 2n-6. Cet exemple suggére que la métrique RF n’est pas
vraiment une mesure appropriée pour approximer la distance SPR. D’autre part, la valeur de
la dissimilarité de bipartitions entre 7 et T~ est »-3, alors que son maximum pour le cas de
deux arbres binaires avec » feuilles est n(n-3)/2 quand » est pair et (n-1)(n-3)/2 quand » est

impair (voir la Proposition 2).

L’algorithme HGT-Detection présenté ici a un nombre important de propriétés et
d’avantages. Premierement, les Théorémes 1 et 2, utilisés dans la procédure algorithmique,
lui permet d’inférer les transferts faisant partie d’un (ou de plusieurs) scénario(s) de THG de
colit minimal. L algorithme décrit n’est pas limité a des arbres d’espéces binaires. L’exemple
des données de PheRS synthétase confirme qu’il peut étre utilisé efficacement dans le cas ol
’arbre d’espéces n’est pas totalement résolu. Dans ce cas, des THG triviaux seront aussi
produits par I’algorithme. IIs doivent étre ignorés dans la solution finale. D’autre part, le cas
ou les arbres de gene et d’espéces ont un nombre différent de feuilles peut étre aussi pris en
compte. Dans cette situation, nous devons d’abord trouver le sous-arbre maximal d’espéces
identiques (i.e., feuilles) présentes dans les deux arbres et supprimer a répétition, dans les
deux arbres, toutes les arétes connectées aux espéces qui ne sont pas incluses dans ce sous-
arbre jusqu'd ce que les arbres ne comprennent qu’un ensemble de feuilles identiques. Quand

’opération de suppression est terminée, ’algorithme peut étre appliqué comme discuté.
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Figure 3.17 Scénarios de transferts obtenus par I’algorithme RIATA-HGT appliqué
aux séquences du PheRs synthétase; 12 solutions ont été trouvées, chacune de taille 14.

La solution présentée consiste en 19 THG, dont 14 réguliers et 5 triviaux.
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Aussi, la situation ol plus d’une copie d’un géne est considérée, peut étre prise en
compte en introduisant des espéces auxiliaires dans I’arbre d’espeéces, chacune d’elles
représentant une copie différente du géne. Les deux derniers cas constituent une voie
prometteuse pour de futures recherches. Selon les résultats des simulations, la dissimilarité de
bipartitions qui prétend comparer plutét la qualité des bipartitions d’arbres, et non leur
quantité¢ comme le fait la distance RF, est beaucoup plus appropriée que RF pour trouver des
scénarios optimaux d’opérations SPR (i.e.,, THG) servant a réconcilier des phylogénies

d’espéces et de génes données.

X3 Root Xpo

X
<
JN

Figure 3.18 Une opération SPR transformant ’arbre d’espéces T en I’arbre de géne 7.
La distance RF entre les arbres T et T” est égale a sa valeur maximale 2x1-6 alors que la

distance SPR entre T et T” est égale a 1.

En outre, la contrainte de sous-arbres (figure 3.2) considérée dans HGT-Detection offre
plusieurs avantages importants (Makarenkov et al., 2006 ; Boc et al., 2010a). Premiérement,
’ordre de THG inférés sous cette contrainte est opposé a leur ordre d’évolution réel. La
plupart des programmes de détection (e.g., LatTrans) ne produisent pas de THG dans un
ordre strict d’évolution. Deuxiémement, la contrainte de sous-arbres prend soin de toutes les
contraintes d’évolution nécessaires (figure 3.1 ; voir aussi Maddison, 1997 ou Page et
Charleston, 1998) telles que les transferts sur la méme lignée ou des transferts croisés. Toutes
ces contraintes sont prises en compte automatiquement quand on utilise la contrainte de sous-
arbres car les deux sous-arbres impliqués dans un THG doivent étre présents dans ’arbre de
géne autant que le nouveau sous-arbre qu’ils forment aprés le transfert (figure 3.2).
Troisiemement, ’utilisation de cette contrainte permet de réduire la taille du probléme &

chaque étape de |’algorithme, en contractant les sous-arbres identiques dans des phylogénies
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d’espéces et de géne et en le remplagant par des arétes auxiliaires uniques. Quatriémement,
les deux derniers arguments offrent aussi un important gain en temps d’exécution pour ce
probléme connu comme computationnellement trés difficile. L’importance d’un tel gain
s’exhibe particuliérement quand il s’agit de calculer le support de bootstrap des transferts

horizontaux.

Comme toute méthode d’analyse phylogénétique, I’algorithme de détection des THG
décrit dans cette thése est contraint 2 un nombre d’artéfacts qui affectent généralement
I’inférence phylogénétique. Les principaux d’entre eux sont |’attraction des longues branches,
les taux d’évolution inégaux et les situations quand des THG coincident, ou presque, avec des
événements de spéciation. Dans le futur, il sera important d’investiguer en détail I’impact des
ces artéfacts sur les performances des algorithmes de détection des transferts horizontaux.
Dans certain cas, notre algorithme peut €chouer a obtenir un scénario optimal de THG ou
peut inférer des THG allant dans la direction opposée. Ce dernier cas apparait quand une
paire de THG, qui différent seulement par leur direction, mene aux mémes réarrangements
topologiques de I’arbre d’espéces (e.g., les THG 2 et 3 et leurs opposés sur la figure 3.13). De
tels transferts ont habituellement un faible support de bootstrap. Le probléme de la non-
inférence d’un scénario de THG optimal est typique pour des petits arbres englobant un grand
nombre de transferts. Cependant, I’algorithme de recherche exhaustive LatTrans (figure 3.8)
et I’heuristique RIATA-HGT (figure 3.10) ne se débrouillent pas mieux dans de telles
situations (notre algorithme surclasse habituellement les deux derniers dans ces conditions).
Des simulations Monté-Carlo exhaustives ont ét¢ menées dans le but de comparer les quatre
mesures considérées (LS, QD, RF et BD) dans le contexte de I’inférence de transferts
horizontaux. Ces simulations démontrent que ’algorithme basé sur BD surclasse les trois
autres stratégies dans la plupart des circonstances (voir les figures 3.6 et 3.7). La procédure
basée sur RF a été prouvée la moins fiable des quatre stratégies. En plus, la procédure basée
sur BD a été comparée a [’algorithme exponentiel LatTrans (Hallett and Lagergren, 2001) et
a une heuristique rapide RIATA-HGT (Nakhleh er al, 2005; Than et Nakhleh, 2008) en
termes de taux de détection des THG et de temps d’exécution. Tandis que HGT-Detection et
LatTrans présentent des résultats trés similaires en termes de recouvrement des THG (voir les

figures 3.6 et 3.8), notre algorithme reste beaucoup plus rapide que Lat7Trans (figure 3.9).
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D’autre part, la stratégie basée sur BD surclasse RIATA-HGT en termes de détection des
transferts horizontaux et de temps d’exécution (figure 3.10). Mentionnons que le nouvel
algorithme peut étre particulieérement utile pour valider les transferts obtenus par bootstrap.
Trois fagons d’effectuer la validation des THG par bootstrap ont été suggérées selon des
données disponibles. Le calcul du support de bootstrap des THG peut étre effectué prenant en
compte la robustesse de 1’arbre d’espéces, celle de I’arbre de géne, ainsi que le taux de THG
obtenus dans tous les scénarios de colit minimal trouvés pour une paire d’arbres d’espéces et
de géne (voir les Formules 2 et 3).

La nouvelle version du programme 7-Rex (Makarenkov, 2001), incluant I’algorithme
décrit pour la prédiction et la validation des THG de méme que les jeux de données des
exemples discutés est disponible a 1’adresse suivante : http://www.trex.ugam.ca. Le code

source de principales applications incluses dans 7-Rex est présenté dans I’ Annexe C.
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CHAPITRE 1V

MODELE DU TRANSFERT HORIZONTAL PARTIEL

4.1 Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons décrit un nouvel algorithme pour la détection et la
validation des transferts horizontaux de génes. Cet algorithme s’applique au modéle du
transfert complet qui assume soit que le géne transféré supplante le géne orthologue entier
dans le génome receveur, soit, si le géne transféré est absent du génome receveur, qu’il lui est
ajouté (Boc et al., 2010a). Le second modele, celui du transfert partiel (Makarenkov et al.,
2006 et 2008; Boc et Makarenkov 2011) implique la formation des génes mosaiques. Un
géne mosaique est un alléle (i.e., copie d’un géne) acquis & travers une transformation ou une
conjugaison (e.g., & partir de bactéries différentes) et une intégration subséquente, par le biais
d’une recombinaison intragénique, dans ’all¢le original de I’héte (Hollingshead et al., 2000,
Zhaxybayeva et al, 2004). Ce dernier modéle est une généralisation du premier, car il

considére des sous-ensembles de la séquence du géne transféré horizontalement.

Alors que plusieurs méthodes ont été proposées pour |’identification et la validation
des THG complets (Hein, 1990; von Haeseler et Churchill, 1993; Page 1994; Mirkin et al.,
1995, Maddison, 1997; Lawrence et Ochman, 1997; Charleston, 1998; Hallett et Lagergren,
2001, Boc et Makarenkov, 2003; MaclLeod ef al, 2005; Nakhleh ef al., 2005; Tsirigos et
Rigoutsos, 2005; Beiko et Hamilton, 2006; Jin ef al., 2006 et 2007, Linz et al., 2007; Than et
Nakhleh 2008; Boc ef al, 2010), seulement deux méthodes traitent du probléme de
I’inférence de THG partiels et prédisent les origines des genes mosaiques (Denamur et al.,
2000 et Makarenkov et al., 2006). Cependant, ces deux travaux ne traitent pas la validation

des transferts partiels obtenus et n’incluent pas de simulations Monté-Carlo pour tester les
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performances des algorithmes dans différentes situations pratiques. Dans les faits, aucune
méthode fiable pour I’identification des génes mosaiques et des transferts horizontaux de
génes (THG) partiels correspondants n’a été proposée jusqu'a ce jour, alors que
’identification et la validation effective des génes mosaiques est un des défis majeurs en

biologie computationnelle.

Nous proposons, dans ce chapitre deux algorithmes pour la prédiction de THG partiels.
Le premier se base sur ’optimisation des distances par les moindres carrés pour évaluer les
portions de séquences transférées (Makarenkov et al, 2006 et 2008). Un modéle
d’optimisation et un algorithme sont alors présentés. Le deuxiéme modéle se base sur
I’algorithme décrit dans (Boc et Makarenkov, 2011) associé au principe de fenétres
coulissantes. Cette approche permet d’identifier des transferts partiels en se déplagant le long
d’un alignement de séquences multiples. Dans ce second algorithme, une procédure de
bootstrap est utilisée pour évaluer le support de chaque transfert génétique prédit. Les
simulations complétes ont aussi été réalisées pour tester la capacité de cet algorithme
d’identifier correctement les transferts partiels en fonction du nombre de transferts et du
nombre d’espéces (i.e., la taille de I’arbre). Dans la section résultats, cet algorithme est
appliqué pour inférer des THG partiels dans le contexte de I’évolution des geénes rbcl
(originalement considéré par Delwiche et Palmer, 1996) et mutU (originalement considéré
par Denamur ¢t al., 2000). La méthode proposée peut aussi étre utilisée pour confirmer ou
infirmer des transferts de génes complets inférés pour une paire d’arbres d’espéces et de
géne. De plus, le nouvel algorithme peut étre utilisé & 1’échelle génomique pour évaluer les
taux de THG (complets et partiels) entre des génomes alignés. L’algorithme proposé est
inclus dans le paquet 7-REX (Makarenkov, 2001) disponible @ 'URL : www.trex.ugam.ca.
Mais tout d’abord, il est important de comprendre le rble et I’importance des génes

mosaiques, ainsi que leur rapport avec le transfert horizontal de geénes.

4.2 Les génes mosaiques

Les bactéries et les archées s’adaptent & différentes conditions environnementales via
I"acquisition de geénes mosaiques (Davison, 1999; Gogarten et al, 2002). Le terme
"mosaique" découle de la configuration des blocs entrecoupés de séquences ayant des

histoires d’évolution différentes, mais se trouvant combinés dans 1’alléle résultant suite & des
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éveénements de recombinaison (figure 4.1). Les segments recombinés peuvent étre dérivés
d’autres souches d’especes similaires ou d’espéces distantes (Hollingshead et al., 2000,
Gogarten et al., 2002). Un géne mosaique est composé de séquences polymorphes identiques
a I’alléle original dans certaines parties du géne, mais contenant, d’autre part, des parties
dérivées de I’ADN intégré. Quand I’ADN entrant est trés différent de I’ADN hote, les génes
mosaiques peuvent exprimer des protéines avec de nouveaux phénotypes (e.g., dans le cas ou
I’ADN du donneur dérive d’une espéce assez distance ou d’un géne différent). Il existe une
¢vidence biologique que les geénes mosaiques soient générés constamment dans les
populations d’organismes transformables, et trés probablement dans tous leurs genes
(Maiden, 1998). Les genes mosaiques ont aussi €t€ observés chez des bactéries non-
transformables, mais & une fréquence plus faible. Par exemple, chez les espéces de Neisseria,
les alleles mosaiques ont €té reportés pour plusieurs genes, comprenant ceux encodant des
antigénes de surface, la protéase IgA et des cibles antibiotiques (Maiden, 1998; Hollingshead
et al., 2000). Un des exemples de génes mosaiques le plus typique, résultant de transferts
horizontaux entre les especes, est celui du géne qui encode les protéines de liaison résistantes
a la pénicilline (PBP) chez Streptococcus pneunomiae. Ces protéines sont des cibles Iétales
des B-Lactams de la pénicilline (Maiden, 1998, Claverys et al., 2000). Les pneumocoques,
capables de transferts horizontaux entre les espéces, devraient méme subir, en toute
vraisemblance, des THG fréquents a I’intérieur des espeéces (i.e., entre différentes souches)

qui contribueraient au développement des alleles mosaiques (Hollingshead et al., 2000).

Figure 4.1 Un géne mosaique incluant une sous-séquence (en blanc) provenant

d’une autre espéce.
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4.3 Premier modé¢le d’inférence des transferts partiels

Dans un arbre phylogénétique, il y a toujours un chemin unique connectant une paire de
neeuds. L’ajout d’une aréte de THG crée un chemin supplémentaire entre certains nceuds. La
figure 4.2 illustre le cas ou la distance d’évolution entre les taxons i et j peut étre affectée par
I’ajout du THG (b,a) représentant le transfert partiel du gene donné de b vers a. Il est
pertinent d’assumer que le THG entre 4 et a peut affecter la distance d’évolution entre les
taxons i et j, si et seulement si, le point de destination a est situé sur le chemin entre 7 et la
racine de [’arbre ; la position de ; est supposée étre fixe. Alors, dans la phylogénie réticulée T
de la figure 4.2, la distance d’évolution d,(i,f) entre les taxons / et j peut étre calculée comme

suit :

di(ij) = (1 - @) d(i,j) + e (d(i,a) + d(j. b)), (M

ou « indique la fraction du gene transféré, inconnue a 1’avance et d est la distance entre les

nceuds dans 1’arbre d’espéces avant ’ajout du transfert (5,a) (voir Makarenkov et al., 2008).

Root

Figure 4.2 La situation ou le transfert (b,a) affecte la distance d(i,j), mais pas la

distance d(i,,j).
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Par contre, la distance entre les taxons i et j (figure 4.2) ne doit pas étre affectée par I’ajout
de I’aréte (b,a). La figure 4.3 illustre les autres cas ou ’ajout d’une aréte ne doit pas affecter

la longueur du chemin entre i et J.

Root Root Root

(b)

Figure 4.3 Situations ou Ia distance évolutive entre i/ et j ne change pas aprés

I’ajout de la nouvelle aréte (b,a).

La fonction des moindres carrés, & minimiser, {J, avec un vecteur de longueurs

d’arétes I dans T et une fraction inconnue du géne transféré «, est comme suit ;

OLa)= S(-a) 3 If+ al TH o+ 3 ) - 66)

ijES kEpath(if) kEpath(ia) kEpath( jb)
(2)

+ (S - 66)))? = min,
[ KEpath(ij)

ou &(ij) est la valeur de la dissimilarité initiale entre 7 et J, lg- est la longueur de 'aréte &k du

chemin (i) dans 7, « est la fraction du géne transférée (0 < a < 1) et S est ’ensemble des
paires de taxons {ij} tels que le transfert (b,a) peut affecter la distance d’évolution entre eux.
Pour montrer que le probléme d’optimisation par les moindres carrés du transfert partiel de

géne, est NP-difficile, le probléme suivant peut étre énoncé :
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Données : L arbre phylogénétique d’espéces T (avec la matrice de distances d associée a T
sur ['ensemble de taxons X), la dissimilarité de gene 8 sur X et une valeur fixe non-négative

E.

Probléme : Trouver le nombre minimal de transferts partiels k tels que :

0 =33 (dy(i,j)-6G.))?% <e. (3)
i

ou di(i,j) est la distance entre les taxons i et J, calculée en utilisant les Formules 1 et 2 dans
le réseau phylogénétique Ty obtenu a partir de T apres ['ajout de k transferts de genes

partiels.

Théoréme 1. Le probléeme du nombre minimal de transferts partiels de géne (MNPGT) est
NP-difficile.

La preuve de ce théoréme est basée sur une réduction en un temps polynomial du Probléme
de Transferts des Sous-arbres (le probléme PTS) qui consiste a trouver le nombre minimal de
transferts de géne complets pour transformer un arbre d’especes 7 donné en un arbre de géne
T’ donné. Le probléme PTS est identique a celui de ’ajout a 7 du nombre minimal de
transferts de génes complets tels que QO = ¥ ¥ (dg (1, 7) - (5(i,j))2 <0 (ie,lecasou e=0
i
est considéré), ol dy(i,)) est la distance entre i et j dans I’arbre phylogénétique (i.e., un cas
particulier de réseau phylogénétique). Ici, I’arbre T} est obtenu a partir de T par [’ajout de %

transferts complets (i.e., un cas particulier d’un transfert partiel) et &) est la matrice de

distances associée a I’arbre de géne 7. [0

Plusieurs contraintes temporelles importantes doivent étre incorporées dans ce modele,
en plus de celles qui sont déja prises en compte dans le modele du transfert complet, pour
identifier les interactions entre les THG partiels qui ne sont pas éligibles d’un point de vue de
’évolution. Certaines de ces contraintes, ont ét¢ initialement indiquées par Page et
Charleston (1998a et b). Par exemple, les transferts croisés entre deux lignées (figure 4.4)

doivent étre interdits.
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Root Root

Lineage 1 Lineage 2 Lineage 1 Lineage 2

(a) (b)
Figure 4.4 Les transferts croisés doivent &tre interdits.

Notons que la regle illustrée dans la figure 4.4a est automatiquement prise en compte
dans le modele de transferts de génes complets, ol ces violations seraient équivalentes a la
violation de la contrainte de la méme lignée (voir Page et Charleston 1998). Par exemple,
(figure 4.4a), le THG de (z,w) vers (x,y) ne peut pas étre suivis par le transfert allant de
(z1,w1) & (x,»1) qui sera localisé sur la méme lignée (lignée 2). Nous avons aussi identifié
deux cas, ou la distance d’évolution entre les taxons i et j peut étre atfectée par des transferts
multiples (figure 4.5a et b) ; et, deux cas, ou la distance ne doit pas étre affectée par ces
transferts (figure 4.5¢ et d). Ne pas prendre en compte ces contraintes peut résulter en des

transferts mutuellement incompatibles.

Supposons qu’un transfert partiel entre les arétes (z,w) et (x,)) (i.e., de & a a dans la
figure 4.2) de ’arbre d’especes T ait lieu. Les longueurs de toutes les arétes dans 7 sont
réévaluées selon les moindres carrés aprés 1’ajout de [’aréte (b,a), alors que la longueur de

(b,a) est supposée étre 0.
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Figure 4.5 La distance entre les feuilles / et j peut étre affectée par les deux transferts
présentés dans les portions (a) et (b) de la figure. Cette distance ne peut pas étre affectée

dans les cas présentés dans les portions (c) et (d) de la figure.

Pour réévaluer les longueurs des arétes de 7, nous avons tout d’abord fait une
supposition concernant la valeur du parametre « (Equation 1), indiquant la fraction du géne
qui a été transférée. Ce paramétre peut étre estimé soit en comparant des séquences
correspondant aux sous-arbres enracinés par les nceuds y et w, soit par le test de différentes

valeurs a dans le probléme d’optimisation.

En fixant le parametre ¢, nous réduisons & un systeéme linéaire le systéme d’équations
établissant la correspondance entre les distances génétiques expérimentales et les distances
dans le réseau de transferts. Ce systéme, qui a généralement plus de variables (i.e., longueurs
des arétes de T) que d’équations (i.e., paires de distances dans T ; le nombre d’équations est
tovjours n(n-1)/2 pour n taxons), peut étre résolu en utilisant |’approximation par les
moindres carrés. Voyons maintenant comment le probléme d’approximation peut étre

formulé et efficacement résolu.
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Soit A, la matrice de dimension n(n-1)/2 x m, chaque ligne étant une paire de taxons de
X, ou n est le nombre de taxons et m est le nombre d’arétes dans 7. La valeur a,. de cette
matrice, correspondant & la paire de taxons ij et a I’aréte e, est égale soit a 1, soita «, soita 1-
o (si I’aréte e se trouve sur le chemin (ij) dans T), ou est €gale & 0 sinon. Soit £ le vecteur de

longueurs d’arétes a m éléments et d le vecteur de distances de génes a n(n-1)/2 éléments.

En fixant la valeur de « (e.g., les valeurs 0, 0.1, 0.2, ..., et 1.0 peuvent étre testées),
nous obtenons un systéme d’équations linéaires avec n(n-1)/2 équations et m inconnues : A, x
£ =d. Quand n > 4, ce systéme a plus d’équations que d’inconnues. Il peut donc étre résolu

par approximation de la fagon suivante :

(A.x £ -d)* — min. 4)
Aprés avoir pris le gradient, nous avons:

AL X (Ax£-d)=0 (5)
A la suite de manipulations algébriques, nous obtenons :

Al X AL = Al xd (6)

Alors, nous avons: B x £ = ¢, ou B est une matrice (m x m) et ¢ est un vecteur a m

composantes.

Suivant Barthélemy et Guénoche (1988) et Makarenkov et Leclerc (1999), nous appliquons
une méthode de Gauss-Seidel 1égérement modifiée pour résoudre le systéme ci-dessus. La
méthode consiste & décomposer B dans sa diagonale (A), sa composante triangulaire

supérieure stricte (-F) et sa composante triangulaire inférieure stricte (-E):

by b2 o bip _F
by b2 o bap / )

=L A J=A—E—F. (M)
bmi bma oo by -E
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Alors, nous appliquons la procédure itérative suivante :

Axe®D g g WD g B )

(k+1)

qui nous permet de calculer graduellement les composantes du vecteur £()) ,

correspondant aux longueurs des arétes de 7 a la k+1-éme itération, a partir de £() . Si la

(k+1)

valeur calculée de () est négative, elle est remplacée par la valeur de 0. Cette opération

est équivalente & la projection sur le cone £ > 0, qui assure une solution appropriée (i.e., non-

négative).
L’équation exacte utilisée dans cette méthode est la suivante, pourtousj =1, 2,..., m:

(k+1) _

k
) = (- e <im b)) - (S 1<igger e

) T¢p)/bj. 9
Les principales étapes de I’algorithme pour la détection des transferts de géne partiels

peuvent €tre €noncées comme suit :

Etape préliminaire. Cette étape correspond a I’étape préliminaire discutée dans le contexte
du modele du transfert complet. Elle consiste & inférer les phylogénies d’espéces et de gene,
notées respectivement T et 7”7, dont les feuilles sont étiquetées par le méme ensemble X de »
taxons. Nous utilisons le critére des moindres carrés comme unique critére d’optimisation
quand nous modélisons les transferts horizontaux partiels car les trois autres critéres

considérés (i.e., RF, QD et BD) s’appliquent uniquement 4 des topologies d’arbres.

Etape 1. Tester toutes les connexions entre les paires d’arétes dans I’arbre 7. Pour chaque
THG satisfaisant les contraintes d’évolution, effectuer les opérations suivantes :

a) Fixer la valeur de la fraction transférée du géne a (e.g., on peut essayer a chaque

tour les valeurs de 0, 0.1, 0.2, ..., et 1.0). Calculer les longueurs optimales ¢ des

arétes dans [’arbre d’espéces (ou dans le réseau, commencant par [’étape 2) T en

utilisant la méthode itérative de Gauss-Seidel (Formules 8 et 9).
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b) Retourner au systéme d’équations original : A,x £ = d. Fixer les valeurs du vecteur
£ trouvées en utilisant la méthode de Gauss-Siedel et résoudre le probléme par les

moindres carrés en considérant comme inconnu le parametre c.

¢) Fixer la valeur optimale de « trouvée et répéter le calcul jusqu'a ce que les deux

parametres inconnus convergent vers une solution.

Toutes les paires d’arétes €ligibles (i.e., satisfaisant les contraintes d’évolution) dans 7T
peuvent étre traitées de cette fagon. Le THG produisant la plus petite valeur du coefficient
des moindres carrés, O, et satisfaisant les contraintes d’évolution définies, est sélectionné

pour [’ajout dans 1’arbre d’espéces T, le transformant ainsi en un réseau phylogénétique.

Etape 2..k. Exécuter I’algorithme jusqu’a ce qu’un nombre fixe de transferts partiels, , soit

trouvé et ajouté a T ou que la valeur de QO soit plus petite qu’un seuil préétabli e.

La complexité algorithmique de cette méthode est O(kn’) pour ajouter k transferts

horizontaux de géne partiels dans un arbre phylogénétique d’espéces a » feuilles.

4.4 Deuxieéme modéle d’inférence des transferts partiels

Dans cette section nous décrivons les principales propriétés de notre deuxiéme approche
algorithmique servant & inférer des THG partiels. Les principales étapes de ’algorithme, qui
cherche & produire un scénario optimal de transferts partiels d’un geéne donné pour un groupe
d’espéces considéré, sont résumées ci-dessous. Une validation par bootstrap est effectuée
pour chaque transfert partiel hypothétique et seuls les transferts avec les valeurs de bootstrap
les plus élevées sont inclus dans la solution finale. Une procédure de fenétre coulissante est
utilisée pour tester différents fragments de [’alignement de séquences multiples (ASM).
Notons qu’une approche utilisant une fenétre coulissante a été précédemment utilisée pour
détecter les recombinaisons (Ray 1998; Paraskevis et al., 2005; Lee et Sung, 2008), mais
aucun de ces travaux ne traite le probléme du transfert de génes partiels. Un algorithme pour
I’identification des transferts complets est utilis¢ & chaque étape pour réconcilier I’arbre
d’especes donné et I’arbre de géne partiel inféré a partir des séquences situées a I’intérieur de

la fenétre coulissante (Boc et Makarenkov, 2011).
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4.4.1 Algorithme pour détecter des transferts partiels

Etape préliminaire. Soit X un ensemble d’espéces, ASM un alignement de séquences
multiples de longueur /, et S;, le fragment de I’ASM, étant analysé, et situé entre les sites i et
J, ol 1<=1i<j <=1[ Nous définissons aussi la taille de la fenétre coulissante w (w = — i) et la
taille du pas de progression s. Inférons 1’arbre phylogénétique d’espéces 7. Usuellement, un
arbre basé sur les caractéres morphologiques ou sur une molécule qui est supposée étre
réfractaire aux transferts horizontaux de genes (e.g., 16S sSRNA ou 23S sRNA) joue le réle de
I’arbre d’espéces. L’arbre 7' doit étre enraciné en respectant les hypothéses d’évolution
connues. Si aucune hypothése biologique plausible pour enraciner T' n’est disponible, les
stratégies d’outgroup ou de point médian peuvent étre utilisées. L’enracinement de ’arbre est
important car la racine permet de prendre en compte les régles d’évolution (Maddison 1997,
Hallett et Lagergren 2001) qui doivent étre respectées lorsqu’on infére des transferts
horizontaux. Fixons la taille de la fenétre coulissante w et la taille du pas s (dans nos
expériences, les tailles de fenétres égales a //5, [/4, /3, I/2 et le pas de progression de 10 sites

ont été utilisés).

Etape k. Fixons la position de la fenétre coulissante dans ’intervalle [ij], o i =1 +s(k- 1) et
j =1+ w (voir la figure 4.6). Si i + w > [, alors j = [. Inférons un arbre de géne partiel 7"
caractérisant I’évolution du fragment de I’ASM localisé dans I’intervalle [ij]. Dans cette
étude, la méthode PHYML (Guindon et Gascuel, 2003) a été utilisée pour inférer les arbres de
geéne partiels. Appliquons un algorithme de détection pour inférer un scénario de THG
partiels associé a I’intervalle [J, j]. Ici, nous avons utilisé I’algorithme HGT-Detection décrit
dans le chapitre IlI pour inférer des transferts complets, mais n’importe quel autre algorithme
pourrait étre utilisé a sa place. Cet algorithme de détection des THG est plus rapide et dans la
plupart des cas aussi précis que les populaires algorithmes LatTrans (Hallett and Lagergren,
2001) et RIATA-HGT (Nakhleh et al., 2005). La dissimilarité de bipartitions (Makarenkov et
al., 2007; Boc et al., 2010a) a été utilisée comme critére d’optimisation. Une procédure pour
évaluer la fiabilité des transferts partiels obtenus (i.e., support de bootstrap) a aussi été
développée. Une telle procédure de bootstrap prend en compte I’incertitude des arbres de
gene partiels ainsi que le nombre de fois qu’un transfert donné apparait dans tous les

scénarios de colit minimal obtenus pour les arbres d’espéces et de géne donnés (voir les
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Formules 2 et 3 dans le chapitre III). Parmi les THG partiels obtenus, nous retenons

seulement ceux ayant un score de bootstrap significatif.

Etape finale. Etablissons une liste des THG partiels prédits. Identifions les intervalles
entrelacés donnant lieu & des transferts partiels identiques (i.e., les mémes donneurs et
receveurs et la méme direction). Ré-exécutons [’algorithme de détection des THG pour tous
les intervalles entrelacés (considérant leur longueur totale dans chaque cas) produisant les
THG partiels identiques. Si ces THG partiels sont trouvés a nouveau (c’était habituellement
le cas dans nos expériences) pour le fragment de séquences situé dans les intervalles
entrelacés, évaluons leur support de bootstrap et, selon le support obtenu, incluons-les dans la

solution finale ou supprimons-les.

La complexité de cet algorithme est comme suit :
00 x (2 (cPhiny + 7 x 1Y), (10)
s

ou w est la taille de la fenétre coulissante, s est le pas de progression, C(Phin) est la
complexité de la méthode d’inférence d’arbres phylogénétiques (e.g., PHYML) utilisée pour
inférer les phylogénies a partir des fragments de séquences dans la fenétre coulissante, » est le
nombre de réplicats dans le bootstrap, » est le nombre d’espéces et 7 est le nombre moyen de

transferts inférés pour un fragment de séquences de taille w.
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Figure 4.6 L’arbre de géne partiel est inféré en utilisant les séquences situées a
I’intérieur de la fenétre coulissante et I’algorithme de détection des transferts complets

(Boc et al., 2010a), incluant ’étape de validation par bootstrap, est alors exécuté.
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4.4.2 Simulations Monté-Carlo

Des simulations Monté-Carlo ont été menées pour tester I’efficacité du nouvel algorithme
dans le contexte des THG partiels. Nous avons examiné comment 1’algorithme proposé se
comporte en fonction du nombre d’especes observées (i.c., la taille de ’arbre) et du nombre
de transferts partiels générés. La procédure de simulations inclut les quatre étapes de base

suivantes :

Premiére étape. Des arbres binaires d’especes avec 8, 16, 32 et 64 feuilles ont été créés en
utilisant la procédure de génération d’arbres aléatoires de Kuhner et Felsenstein (1994). Les
longueurs des arétes des arbres ont été générées en utilisant une distribution exponentielle. En
suivant ]’approche de Guindon et Gascuel (2002), nous avons ajouté un peu de bruit aux
arétes pour modéliser un écart par rapport & ’hypothése de I’horloge moléculaire. Les arbres
aléatoires produits par cette procédure avaient une profondeur de O(log (n)), ou n est le

nombre d’espéces (i.e., le nombre de feuilles dans un arbre phylogénétique binaire).

Deuxiéme étape. Nous avons exécuté le programme SeqGen (Rambaut et Grassly, 1996)
pour générer des alignements de séquences multiples de protéines le long des arétes des
arbres d’especes construits 4 la premiére étape. Le programme SeqGen a été utilisé avec le
modele de substitution de protéines JTT (Jones et al, 1992), une distribution Gamma
estimée, un nombre de catégories de taux de substitution égale a 4 et une proportion des sites
invariables égale a 0. Des séquences de protéines avec 500 acides aminés ont été générées.
Ces parametres ont été sélectionnés dans le but de rendre les paramétres des simulations
similaires a ceux utilisés dans la section "Exemples" (voir I’exemple de [’évolution du géne

rbel).

Troisieme étape. Pour chaque arbre d’especes 7, nous avons généré des arbres de génes avec
le méme nombre de feuilles en effectuant des déplacements SPR aléatoires de ses sous-
arbres. Un modele satisfaisant toutes les contraintes d’évolution plausibles a été implémenté
pour générer les THG partiels aléatoires. Pour chaque arbre d’especes, 1 a 5 déplacements
SPR aléatoires ont été effectués et différents arbres de génes T, englobant entre 1 et 5 THG
partiels, ont été générés. Pour chaque arbre de géne, les fragments de séquences dans les

sous-arbres affectés par les THG ont été régénérés avec SeqGen. Nous avons fixé la taille de
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chaque séquence transférée a 200 acides aminés. Les alignements de séquences multiples

obtenus contenaient donc des blocs de séquences affectées par des THG.

Quatriéme étape. Nous avons exécuté 1’algorithme pour chaque arbre d’especes généré et
I’alignement de séquences multiples associé qui était affecté par les THG partiels. La taille de
la fenétre coulissante a été fixée a 100, 200, 300, 400, puis 500 acides aminés ; 100 réplicats
de chaque arbre de géne partiel 7 ont été générés pour évaluer le support de bootstrap des
arétes de T’ dans un premier temps, puis le support des THG partiels obtenus dans un
deuxiéme temps. Les arbres qui avaient le support de bootstrap inférieur a 60% ont été retirés
de I’analyse. Parmi les THG obtenus, seuls les transferts avec un bootstrap supérieur a 90%
ont été retenus dans la solution finale. Finalement, nous avons estimé le taux de détection (les
vrais positifs seulement) et le taux de faux positifs en fonction du nombre d’especes et de

transferts générés.

Les performances moyennes obtenues par cet algorithme sont illustrées sur les
figures 4.7 et 4.8. Pour chaque ensemble de parameétres (taille de ’arbre, nombre de THG
générés), 100 jeux de données répliqués ont été testés. La figure 4.7 (a) montre que les
meilleurs taux de détection ont ¢€té obtenus pour les arbres de 16 espéces. Les résultats
variaient de 100%, pour un transfert, a 88%, pour cinq transferts. En outre, on peut noter a la
figure 4.7b que le taux de faux positifs pour les arbres de 16 especes était habituellement plus
petit que 40%. Les mémes tendances peuvent €tre observées pour les autres tailles d’arbres.
La figure 4.8 met en lumiére les différences entre le taux de détection moyen et le taux de
faux positifs moyen en fonction du nombre d’especes. La moyenne ici était calculée & partir
des résultats obtenus pour 1 & 5 THG générés. Alors que le taux de détection moyen était
toujours supérieur a 70% (79,6% en moyenne), le taux moyen de faux positifs était toujours
inférieur & 40% (30,8% en moyenne). Selon des tests additionnels (non décrits ici), ces
résultats peuvent étre améliorés en ajustant les parametres des simulations dépendamment de
la nature des séquences étudiées. Les résultats des simulations suggérent que cet algorithme
peut étre utile pour détecter des THG partiels (i.e., identification des génes mosaiques). Les
meilleurs taux de détection ont été obtenus pour les arbres avec 16 et 32 feuilles. Les plus
faibles taux de faux positifs ont été obtenus pour les arbres de 32 et 64 feuilles. Alors qu’en

moyenne les taux de détection des THG partiels étaient légerement plus faibles que ceux
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obtenus par les algorithmes LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001) et HGT-Detection pour les
transferts complets (voir la figure 3.8), il est important de noter que le probléme de détection
des THG partiels est beaucoup plus complexe en raison de la forte similarité des fragments de
séquences situés dans les blocs d’alignements multiples affectés par des THG et & cause des

situations ou ces blocs s’entrelacent et cachent de réels transferts de génes.
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Figure 4.7 Taux de détection et taux de faux positifs en fonction du nombre de feuilles
et du nombre de transferts horizontaux partiels. Le taux de détection présenté en
fonction du nombre de transferts (a) et du nombre de feuilles (¢). Le taux de faux

positifs présenté en fonction du nombre de transferts (b) et du nombre de feuilles (d).



90

100 -
90 -
80 4
70 -
60 -
50 4
40 -
30 4
20 -
10
0 A

Average detection and FP rates

8 16

Number of species

Figure 4.8 Taux moyens de détection (vrais et faux positifs) pour les casde 1 a 5

transferts partiels générés.

4.4.3 Exemples
4.4.3.1 Détection des transferts partiels du géne rbcL

Premiérement, nous avons appliqué le deuxiéme algorithme de détection de THG partiels a
I’analyse des données de protéobactéries, cyanobactéries et plastides originalement
examinées par Delwiche et Palmer (1996). Ces auteurs ont discuté I’hypothése de THG du
gene rubisco (rbel) contre I’hypothése d’une ancienne duplication suivie par des pertes
partielles du géne. En utilisant une méthode de maximum de parcimonie, Delwiche et Palmer
(1996) ont inféré une phylogénie du géne rbcL pour 48 especes, incluant 42 entrées pour la
forme [ et 6 entrées pour la forme Il du géne rubisco. Ils ont souligné que la classification
basée sur le géne rbcL contenait plusieurs conflits par rapport a celle basée sur I’ARN
ribosomale 16S et d’autres évidences biologiques. Les séquences alignées de la protéine rbcL
considérées par Delwiche et Palmer et réanalysées dans cette thése sont disponibles &

I’adresse URL suivante : http://www.life.umd.edw/labs/delwiche.

Pour effectuer notre analyse, nous avons considéré 42 des 48 organismes de I’étude

originale: toutes les entrées de la forme I de rbcL ont été sélectionnées, et les 6 entrées de la
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forme 11, utilisées par Delwiche et Palmer (1996) pour enraciner |’arbre de géne, ont €té

écartées. Les espéces Chromatium et Hydrogenovibrio, ayant deux différentes copies du géne

rubisco, notées respectivement, Chromatium A et L, et Hydrogenovibrio L1 et L2, ont été

considérées dans I’étude originale. Donc, dans cet exemple, la phylogénie du géne rbcl

inclut 42 organismes, alors que la phylogénie d’espéces n’en contient que 40. Il est important

de noter que notre algorithme a été adapté pour prendre en compte les arbres d’espéces et de

géne ayant un nombre différent de feuilles. L’arbre de maximum de vraisemblance pour le

geéne rbel inféré en utilisant la méthode PHYML (Guindon et Gascuel, 2003) est montré 4 la

figure 4.9. Cet arbre est trés similaire & celui obtenu par Delwiche et Palmer (voir la figure 2,

1996).
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partie droite de la figure. Les scores de bootstrap ont été calculés pour 100 réplicats.
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Les organismes Pseudomonas et endosymbiont of Alvinoconcha, notés comme
incertains dans Delwiche et Palmer (1996), ont été récemment classifiés comme des p-
protéobactéries. L’arbre d’espéces correspondant (voir la figure 4.10) a été reconstruit et
enraciné en utilisant les données appropriées du NCBI (Benson et al., 2009). Comme nous
étions plutdt intéressés & identifier les transferts entre les groupes d’organismes, nous avons
gardé intacte, en respectant la topologie de I’arbre de géne, la position des organismes
appartenant aux mémes groupes. Par exemple, les topologies des clades des chloroplastes,
des cyanobactéries et des algues rouges et brunes sont identiques dans les phylogénies de
géne et d’especes illustrées dans les figures 4.9 et 4.10, respectivement. Un nombre important
de conflits topologiques entre les phylogénies d’espéces et de géne peuvent étre observés. Par
exemple, il existe un grand clade dans I’arbre de géne avec un support de bootstrap de 98%
(figure 4.9), incluant une a-protéobactérie, trois B-protéobactéries, six y-protéobactéries et
une cyanobactérie. De tels conflits topologiques peuvent étre expliqués soit par un grand
nombre de transferts horizontaux (complets ou partiels), soit par une ancienne duplication
suivie par des pertes de génes (ces deux hypothéses ne sont pas mutuellement exclusives ;
pour plus de détails, voir Delwiche et Palmer, 1996). Ci-dessous, nous considérons seulement
I’hypothése de THG pour expliquer ’incongruence topologique entre les arbres d’espéces

(figure 4.10) et de gene (figure 4.9).

Tout d’abord, nous avons exécuté notre algorithme HGT-Detection (voir chapitre III et
Boc et al., 2010) pour prédire les THG complets ; la dissimilarité de bipartitions a été utilisée
comme critere d’optimisation. Le scénario de colt minimal de 9 THG nécessaires pour
réconcilier les phylogénies d’espéces et de géne est présenté a la figure 4.10 (les THG sont
représentés par les fléches numérotées). L’optimalité de cette solution a été confirmée par le
programme LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001) qui se base sur une recherche exhaustive.

Le support de bootstrap pour les transferts complets a aussi été calculé.

Par la suite, nous avons exécuté le deuxié¢me algorithme de prédiction des THG
partiels. Nous avons utilisé des fenétres coulissantes de tailles 200, 300 et 400 sites avec un
pas de progression de 10 sites. Les arbres partiels correspondant aux sous-séquences
localisées dans la fenétre coulissante ont été inférés avec PHYML (avec les parameétres

indiqués dans la section Simulation Monté-Carlo). Avec la fenétre de taille 200, le score de
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bootstrap moyen des arbres partiels était inférieur & 50% en raison de la forte similarité entre
Jes séquences d’acides aminés considérées. De nouveau, |’algorithme HGT-Detection (Boc et
al., 2010), avec la dissimilarité¢ de bipartitions comme critére d’optimisation, a été exécuté

pour inférer les transferts partiels pour chaque position fixe de la fenétre coulissante.
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Figure 4.10 Les transferts complets obtenus en appliquant I’algorithme HGT-
Detection. Un scénario unique de 9 THG (indiqué par les fléches) a été trouvé. C’est le

scénario de colit minimal de transferts complets réconciliant les deux arbres.
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Comme résultat final, nous avons retenu les 10 transferts partiels illustrés a la figure
4.11 (tous les transferts partiels avec un score de bootstrap inférieur & 60% ont été écartés).
Certains de ces transferts correspondent a des transferts complets (i.e., les THG 2, 6 et 9). Le
nouvel algorithme pour I’inférence des transferts partiels permet de raffiner les résultats
trouvés par un algorithme de détection de transferts complets. Certains transferts complets
ont ét¢ confirmés comme étant de réels transferts complets (i.e., les THG 2, 6 et 9), d’autres
ont ¢té écartés (i.e., les THG 5 et 8 avec un faible score de bootstrap) et d’autres ont été
transformés en transferts partiels (i.e., les THG 1, 3, 4 et 7). De plus, trois nouveaux transferts
(partiels) ont été trouvés (i.e., les THG 10, 11 et 12). Par exemple, le géne rbcL de
Chromatium L, composé des séquences polymorphes issues d’Hydrogenovibrio L1 (dans
"intervalle 130:230), d’Hydrogenovibrio L2 (dans I’intervalle 361:531) et de la séquence
originale (dans les intervalles 1:129 et 231:360), est un géne fortement mosaique.
Evidemment, les scores de bootstrap des transferts partiels (trouvés pour une partie de
I’ASM) sont supérieurs & ceux obtenus pour les transferts complets équivalents (trouvés pour

tout ’ASM).

Les transferts illustrés sur les figures 4.10 et 4.11 incluent un des principaux THG
prédits par Delwiche et Palmer (1996, voir la figure 4 et la discussion qui suit) : le transfert
entre a-protéobactéries et les algues rouges et brunes (le THG complet 2 avec un score de
bootstrap de 83.2%). Le transfert exact entre la cyanobactérie et I’ancétre des a- et y-
protéobactéries (le THG complet 9 avec un score de bootstrap de 87.1%) n’a pas été prédit
par Delwiche et Palmer (1996), mais ces auteurs ont discuté la possibilité d’un transfert
proche entre les cyanobactéries et l’ancétre des y-protéobactéries. Le scénario de THG
partiels n’inclut cependant aucun transfert des vy-protéobactéries vers les a- et f-
protéobactéries (HGT prédits par Delwiche et Palmer, 1996). Pour résoudre les conflits
topologiques entre les topologies d’espéces et de géne, le scénario obtenu repose sur les THG
des B-protéobactéries vers les a- et y-protéobactéries, et des a-protéobactéries vers les f3-

protéobactéries.
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Figure 4.11 Les transferts partiels du géne rbcL obtenus en appliquant le
deuxiéme algorithme de détection de THG partiels ; 10 THG partiels ont été détectés.
Les transferts analogues a ceux détectés sur la figure (4.10 —- HGT complets) ont les
mémes numéros. Les transferts absents sur Ia figure 4.10 sont numérotés de 10 a 12. Le
score de bootstrap des transferts partiels et des intervalles affectés sont indiqués. Pour

les transferts 2, 6 et 9 (affectant tout ’ASM) I’intervalle n’est pas indiqué.
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4.4.3.2 Détection des transferts partiels du géne mutU

Nous avons aussi examiné I’évolution du géne mutU (MMR-mismatch repair) d’Escherichia
Coli, originalement discutée dans Denamur et al. (2000). Le mismatch repair désigne le
systéme de reconnaissance et de réparation des mésappariements de I'ADN. Ce mécanisme
est conservé dans l'évolution, depuis les bactéries, jusqu'a I'homme. Il est essentiel pour
maintenir l'intégrité de l'information génétique contenue dans le génome au cours des
multiples divisions cellulaires. Denamur et ses collegues ont exploré la possibilité que la
carence en MMR émergeant dans la nature ait laiss€ quelques empreintes dans les génomes
bactériens et ont montré que, quand ils sont comparés & des génes de maintenance des
fonctions de base de la cellule, les génes MMR sont fortement composés de séquences
dérivant de différentes lignées phylogénétiques. Les génes MMR de E. coli, mutS, mutL,
mutH et mutU (uvrD), et deux geénes de contréle, mutT et recD, ont été partiellement
séquencés a partir de 30 souches différentes pour tester 1’hypothése de transfert horizontal.
Denamur ef al. (2000) ont comparé les phylogénies de geénes obtenues a ’arbre de référence
(i.e., arbre d’espéces) reconstruit a partir des génomes complets et ont trouve plusieurs
conflits topologiques, allant d’un conflit unique (pour mutT) & plusieurs conflits importants
(pour mutS). Pour tester si les conflits topologiques étaient dus a des THG ou a des artéfacts
de reconstruction, les auteurs ont utilisé la méthode de I’Incongruence Length Difference
(ILD, Farris et al,, 1994) et ont conclus que les incongruences étaient significatives et
provenaient de transferts horizontaux de génes. La figure 4.13 montre les transferts partiels
hypothétiques du géne mutU dans I’arbre d’évolution des souches de E. Coli trouvés par
Denamur ef al. (2000). En raison d’un niveau de mosaicité trés élevé des génes MMR, la
souche ECOR 37 n’a pas de position phylogénétique claire dans I’arbre des souches d’E. Coli
(voir la figure 4.12, tirée de Denamur et al., 2000, ou cette souche n’a pas été incluse dans

’ensemble des feuilles de I’arbre).
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Figure 4.12 La phylogénie du géne mutU (Denamur et al, 2000).
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Figure 4.13 Les transferts partiels du géne mutU retrouvés par Denamur ef al. (2000).
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Notre deuxiéme algorithme (utilisant la fenétre coulissante) de détection des transferts
partiels a été appliqué sur les ASM du géne MMR murU, en utilisant trois différentes tailles
de fenétres coulissantes : 100, 150 et 200 nucléotides avec un pas de progression de 10 sites.
La taille totale de I’ASM de mutU était de 384 nucléotides. Pour reconstruire I’arbre de
mutU, nous avons utilisé le modele de substitutions HKY85 (Hasegawa et al., 1985) et les
paramétres par défaut de PHYML. En raison de la forte similarité entre les séquences d’ADN,
de multiples arbres de geéne partiels non résolus ont été trouvés. Tous les arbres partiels, ayant
un bootstrap moyen inférieur & 50%, ont été exclus de I’analyse (i.e., non traités par

’algorithme HGT-Detection).

La figure 4.14 présente les 8 transferts les plus significatifs inférés par notre algorithme
(les transferts ayant un support de bootstrap supérieur a 40% sont représentés). Pour chaque
transfert, la direction, les espéces impliquées, le support de bootstrap et les intervalles

associés & I’ASM originale sont représentés.

Par exemple, les THG 1, 3 et 4, avec un support de bootstrap de 60%, 65% et 46%,
respectivement, correspondent a trois transferts similaires trouvés par Denamur et al. (2000,
voir la figure 4.13). Un analogue exact du THG 4 n’a pas été retrouvé, mais un transfert tres
proche a été inféré. Le THG 2 détecté par notre algorithme a aussi été identifié par Denamur
et al. (2000), mais il va dans la direction opposée. 1l est a noter que tous les 8 transferts
trouvés par Denamur et al. (2000) ont aussi été prédits par notre algorithme, mais quatre
d’entre eux n’ont pas été représentés dans la figure 4.14 en raison de leur faible support de
bootstrap. Nous avons aussi identifié quatre 4 nouveaux transferts partiels (les THG 5, 6, 7 et
8) avec de hauts scores de bootstrap (respectivement, 63%, 94%, 75% et 70%). Mentionnons
que la solution générée par I’algorithme HGT-Detection pour |’inférence des transferts
complets (Boc et al., 2010) inclut seulement les THG 2 et 3 de la figure 4.14. Tous les autres

THG ont été différents et avaient de faibles scores de bootstrap.
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Figure 4.14 Les transferts partiels du géne mutU trouvés par le deuxiéme algorithme
de détection des THG partiels. Les score de bootstrap et les intervalles de PASM
affectés sont indiqués a c6té de chaque transfert.

4.5 Discussion et conclusion

Nous avons décrit deux algorithmes pour la prédiction des transferts horizontaux de génes

partiels suivis d’une recombinaison intragénique. Ces algorithmes permettent d’identifier les

origines des génes mosaiques. Au meilleur de notre connaissance, ce probléme pertinent de

biologie computationnelle n’a pas été convenablement traité dans la littérature (par exemple,

les méthodes de Denamur et al., 2000 et Makarenkov ef a/., 2006b n’incluent aucune

validation des transferts obtenus ou de simulations nécessaires pour tester les performances

des méthodes).

Le premier algorithme proposé se base sur le critére des moindres carrés, alors que le

deuxiéme utilise une procédure de fenétre coulissante qui, par conséquent, analyse les

fragments de I’alignement de séquences multiples. La taille de la fenétre coulissante doit étre
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ajustée en fonction des informations existantes sur les génes et les espéces étudiés.
L’utilisation de petites tailles pour la fenétre coulissante peut permettre de détecter de plus
petits transferts partiels avec une meilleure efficacité (i.e., des THG affectant de petits
intervalles de I’ASM donné), mais cela augmente aussi le temps d’exécution du deuxiéme
algorithme. Pour chaque position de la fenétre, un arbre partiel est inféré et un scénario de
transferts est calculé, en réconciliant I’arbre partiel de géne obtenu et ’arbre d’espéces donné.
Une procédure de bootstrap, permettant d’évaluer le support de bootstrap de tous les THG

partiels et prenant en compte ’incertitude des arbres de gene partiels a aussi €té€ développée.

Les exemples considérés dans la section d’applications suggérent que le deuxieme
algorithme peut étre utile pour confirmer ou exclure les transferts complets inférés en

utilisant n’importe quel algorithme de détection des THG.

Notre étude de I1’évolution du géne rbcl pour 42 espéces de protéobactéries,
cyanobactéries et plastides (Delwiche et Palmer, 1996) et celle de I’évolution du gene de
MMR mutU pour 30 souches de E. Coli (Denamur et al., 2000) ont montré que la plupart des
transferts identifiés (six sur huit pour chaque jeu de données) pourraient étre, en fait, des

transferts partiels suivis de la recombinaison intergénique.

Les simulations Monté-Carlo effectuées pour le deuxieme algorithme montrent qu’il
peut étre efficace dans plusieurs situations pratiques. Alors, le taux de détection moyen
(calculé pour des arbres avec 8, 16, 32 et 64 feuilles et pour 1 a 5 transferts générés
permettant le chevauchement des fragments de séquences affectées par les THG) était

environ 80%, tandis que le taux moyen de faux positifs était environ 30%.

L’information sur les THG partiels et leur score de bootstrap peut étre incorporée dans
un modele d’évolution étendu qui prend en compte le transfert horizontal de génes, la
duplication ancestrale et la perte de génes (e.g., I’incongruence topologique donnant lieu a
des transferts complets et/ou partiels avec un faible support de bootstrap peut, en effet, étre
due a la duplication du gene suivie de sa perte chez certaines especes). Les algorithmes
proposés peuvent étre aussi appliqués a une échelle génomique pour estimer la proportion de
geénes mosaiques dans chaque génome étudié et les taux de transferts complets et partiels

entre les espéces impliquées. Plusieurs statistiques intéressantes concernant la position et la
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fonctionnalité des fragments génétiques affectés par les transferts horizontaux, aussi bien que
le taux de transferts inter- et intra-especes, peuvent €tre calculées en utilisant les techniques
discutées. Comme n’importe quelle méthode d’analyse phylogénétique, les algorithmes
présentés sont sujet & quelques artéfacts. Les principaux d’entre eux sont |’attraction des
longues arétes, les taux d’évolution inégaux et les situations quand les transferts coincident,
ou presque, avec des événements de spéciation. Dans le futur, il sera important d’investiguer

’impact de ces artéfacts sur I’identification des transferts horizontaux de génes partiels.



[Cette page a été laissée intentionnellement blanche]




CHAPITRE V

APPLICATION DE L’ALGORITHME DE DETECTION DES TRANSFERTS
HORIZONTAUX A L’ETUDE DE L’EVOLUTION DES LANGUES INDO-
EUROPEENNES

5.1 Introduction

De nombreux paralleles entre le processus d’évolution en linguistique et I’évolution
biologique selon Darwin ont été observés. Atkinson et Gray (2005) ont d’ailleurs présenté un
tableau des paralléles conceptuels les plus importants caractérisant 1’évolution biologique et
linguistique. D’importantes études ont considéré des méthodes phylogénétiques et leurs
applications aux données linguistiques (Gray et Atkinson, 2003; Rexovad et al., 2003;
Atkinson et Gray, 2005). Par exemple, un des domaines largement étudié a été I’évolution
des langues Indo-Européennes (IE) (Diamond et Bellwood, 2003). Le jeu de données de 87
langues IE collecté par Dyen et al. (1997) a été analysé par plusieurs chercheurs et a servi de
base pour I’inférence d’arbres (Gray et Atkinson, 2003; Rexova et al., 2003) et de réseaux
(Atkinson et Gray, 2005) phylogénétiques représentant les relations d’évolution entre les
langues IE. Malheureusement, ni les arbres phylogénétiques, ni les split-graphes (Bandelt et
Dress, 1992a, 1992b) ne peuvent étre utilisés pour prédire, et, représenter le phénomene
d’emprunt de mots (Haugen, 1950 et Cannon, 1999). En effet, la principale supposition pour
la représentation en arbre était que 1’évolution des langues a été strictement divergente, que
chaque langue a été transmise comme un tout et que la fréquence d’emprunts de mots (i.e.,
transmission horizontale de mots individuels) entre les langues a été faible. D’autre part, une
représentation en split-graphe, qui peut étre obtenu en utilisant I’algorithme de décomposition
en splits (Bandelt et Dress, 1992) ou I’algorithme NeighborNet (Bryant et Moulton, 2004),

affiche les plus évidents, mais toujours implicites, signaux conflictuels existant dans les
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données linguistiques ou phylogénétiques. Par exemple, les split-graphes peuvent étre utilisés
pour visualiser les caractéristiques hybrides de la langue Créole (Atkinson et Gray, 2005 et
Bryant et al., 2005), mais ne peuvent pas dresser explicitement un portait des événements
d’emprunts de mots (WBE, word borrowing events) qui sont équivalents a des transferts

horizontaux de génes (THG) en biologie.

Le THG est un des mécanismes majeurs contribuant a la diversification des génomes
microbiens (Doolittle, 1999, Gogarten et al., 2002 et Koonin, 2003). Dans une étude récente,
Greenhill et al., (2009) ont vérifié si la transmission horizontale invalidait I’utilisation des
méthodes phylogénétiques en simulant des emprunts de mots entre les langues naturelles. 11s
ont conclu qu’un niveau d’emprunts réaliste entre les cultures n’invalidait pas |’utilisation des
arbres phylogénétiques en évolution linguistique. Cependant, I’étude de Greenhill et al
(2009) n’a pas considéré séparément I’évolution de chaque mot. Notons que les évolutions de
mots individuels peuvent étre trés différentes. L’arbre d’évolution des langues résume
I’histoire de mots individuels, mais souligne seulement la tendance verticale de 1’évolution
des langues bien que, pour certaines langues, le niveau d’emprunts puisse étre tres
significatif. Par exemple, I’anglais est une langue germanique, mais elle a emprunté environ

50% de son lexique du frangais et du latin (Pagel, 2000).

5.2 Application de 1’algorithme de détection des THG pour modéliser les emprunts de
mots entre les langues Indo-Européennes

5.2.1 Description des données

La base de données organisée par Dyen et al. (1997) inclut 200 mots de la liste Swadesh
(1952). La liste Swadesh est une des diverses listes de mots de signification basique,
constituée par M. Swadesh dans les années 1940-50, qui est couramment utilisée en
lexicostatistique (évaluation quantitative de la parenté des langues) et en glottochronologie
(datation des divergences entre les langues). Pour chacun des 200 mots de la liste Swadesh, la
base de données contient les traductions utilis€es dans 95 variétés de langues (87 d’entre elles
ont été utilisées dans cette analyse) regroupées par Dyen et al. (1997) en ensembles de
cognats (i.e., groupes de mots apparentés ayant une racine commune). Le groupement par
parenté a été faite seulement pour les traductions ayant le méme sens (Dyen et al., 1997).

Deux traductions, dans deux langues différentes, étaient identifiées comme apparentées (i.e.,
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cognats) si pour ces deux langues, elles avaient une histoire évolutive ininterrompue depuis
une forme ancestrale commune. Les traductions connues pour &tre reliées par des emprunts
ou par des similarités accidentelles étaient mises dans une classe séparée. Dans un petit
nombre de cas, il était difficile de différencier les cognats des emprunts ou des similarités
accidentelles ; de telles traductions ont été classifiées comme cognats douteux. Cette base de
données a été utilisée par Gray et Atkinson (2003) pour inférer ’arbre d’évolution des

langues IE.

Nous avons modifié quelques ensembles originaux de cognats en leur ajoutant les mots
empruntés connexes. Dans certains cas, des mauvais cognats ont €t€ supprimés. Aussi, quand
c’était approprié, de nouveaux ensembles, composés de cognats douteux, ont été créés (selon
Dyen et al., 1997). La base de données modifi€e est disponible & I’adresse URL suivante:

http://www.info2.uqam.ca/~makarenv/BL/index.html.

Dans notre étude, nous avons aussi subdivisé les 200 mots de la liste Swadesh (1952)
en deux catégories : lexicale (incluant les noms et les verbes, 138 mots au total) et
fonctionnelle (incluant les adjectifs, les pronoms, les conjonctions et les déterminants, 62

mots au total), et deux analyses indépendantes, une pour chaque catégorie, ont été effectuées.

5.2.2 Méthodologie

L’algorithme de détection des THG complets (voir chapitre III et Boc et al., 2010) a été
appliqué ici dans un contexte biolinguistique pour inférer un réseau phylogénétique des
langues IE. Un nombre important de nouvelles caractéristiques a €t¢ ajouté a ’algorithme de
base pour le rendre applicable & I’identification des emprunts de mots. Quand cet algorithme
est exécuté dans un contexte biologique, il identifie les THG d’un géne donné pour un
ensemble d’especes considérées, réconciliant ainsi les arbres phylogénétiques d’espéces et de
géne. A chaque étape du processus de réconciliation, un ensemble de THG compatibles est
inféré. En établissant les paralléles entre les processus d’identification des THG et des
emprunts de mots, I’arbre des langues IE (voir la figure 4 dans Gray et Atkinson, 2003) joue
le rdle de I’arbre d’espéces et I’arbre de mot, représentant I’évolution d’un cognat particulier,
joue le role de I’arbre de géne. La procédure algorithmique incluait les trois principales

étapes décrites ci-dessous :
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Etape 1. Soit L I’arbre enraciné de 87 langues IE inféré par Gray et Atkinson (2003). La

figure 5.1 illustre la topologie et les principaux groupes de langues de cet arbre.

100 g
B It i
o 100 68) iic (7) __ Celtic _
100 (59, 75) l_ Insh A & B, Romanian List,
Welsh N & C, Vlach, Ladin,
- Breton List, SE & ltalian, Sardinian
© o French/lberian (9) ST N.C &L
% W, Germanic
44 | German ST, Penn
100 Provencal, French, Dutch, Duten List,
Wallon, French Afrikaans, Flemish,
North Germanic (7) Creole C&D. Frisian, English
Spanish, ST, Sranan
Portuguese ST,
100 Baltic (3) Brazilian, Catalan
00 ] Gﬂ:ﬂl‘l‘ﬁfﬁ Lithuanian O & ST,
o L Latvian
84 ] Swedish Up, VL &
— e Slavic (13) List, Riksmal,
Icelandic ST, Romani,
Faroese, Danish Singhalese,
~28 Indic (1) Marathi, Gujarat,
100 - Panjabi ST,
MS'Onga_"v Lahnda, Hindi,
: acedonian, Bengali, Nepali
100 Iranian (7) Bulgarian, List,gKhaskt?ra,
96 | bs_ Serbocroatian, Kashmiri
10 Lusatian L & U,
0 Albanian (5) Czech, Czech E,
Slovak, Ukrainian, Albanian T, G,
Byelorussian, Top, K& C
Russian, Polish R
100 Greek (5) _ Alinerlian
100 | Armenian Mod &
40 Ossetic, Wakhi, List
100 : Persian List,
- Armenian (<) Tadzik, Baluchi,
Afghan, Wazin Tocharian A & B
L% Tocharian (2) TR

Hittite

Mod, D & K

10 Anatolian (1)

Figure 5.1 L’arbre d’évolution des langues IE pour 14 groupes principaux. Les
nombres sur les branches représentent leur score de bootstrap. Le nombre de langues

appartenant a chaque groupe est indiqué entre parenthéses.

Nous avons considéré les 200 mots de la liste Swadesh regroupés en 1484 cognats. Pour
chaque ensemble de cognats, ¢, nous avons calculé la matrice de distances W, incluant les

distances entre les traductions incluses dans ¢. La distance entre les traductions i et j dans ¢

était calculée a I’aide de la formule suivante :
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Modified Levenshtein_distance(i,j)

Normalized LD =
~ length(i) + length( j)

(D

Cette formule utilise une version modifiée de la distance de Levenshtein {1966) qui est
normalisée par les Jongueurs des traductions i et j. La distance classique de Levenshtein
considere que la distance entre deux lettres différentes dans les traductions alignées est 1.
Comme cette régle ne prend pas en compte les ressemblances entre certaines lettres, les
distances entre les lettres étroitement reliées ont été introduites : la distance de 0,5 entre D et
T,FetV,letY,CetQ,QetK,KetC,SetZ, Vet W;ladistance de 0,25 était assignée si
la différence entre deux mots était causée par un apostrophe ou un tiret. De plus, toutes les
lettres dupliquées dans un mot étaient remplacées par une seule et une valeur de 0,25 était

ajoutée a la distance de Levenshtein pour prendre en compte ce remplacement.

Pour chaque matrice de distances W, nous avons inféré un arbre phylogénétique non-
enraciné W ¢ en utilisant 1’algorithme NJ (Saitou et Nei, 1987). La figure 5.2 montre la
distance topologique de Robinson et Foulds (Robinson et Foulds, 1981), normalisée par sa
valeur maximale de 2n-6 (pour deux arbres binaires avec n feuilles) entre chacun des 1484

arbres de mots W ¢ et la version réduite de I’arbre de langues L, notée L _c.
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Figure 5.2 La distance topologique de Robinson et Foulds normalisée entre chaque

arbre de mot (1484 au total) et ’arbre de langues réduit correspondant.
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L’arbre de langues réduit L ¢, correspondant 2 ’ensemble de cognats ¢, a été obtenu en
supprimant d’abord toutes les arétes de L relatives aux langues absentes dans ¢ et puis en
supprimant tous les nceuds de degré 2. Donc, les arbres W ¢ et L ¢ avaient le méme nombre
de feuilles rendant possible le calcul de la distance RF et ’exécution de I’algorithme de
détection des THG. La valeur moyenne obtenue de la distance normalisée RF est de 49,8%
(voir la ligne rouge droite sur la figure 5.2). Une telle valeur moyenne suggére un important
niveau de contradiction entre [’arbre de langues L et les arbres de mots W ¢ (¢ =1, ..., 1484).
Un arbre de langues L ¢ pouvait contenir des multifurcations (i.e., des nceuds internes de
degré supérieur a 3) dans le cas ou une ou plusieurs langues avaient de multiples traductions
incluses dans |’ensemble de cognats c¢. Dans le cas de traductions identiques (e.g., la
traduction frukt est la méme pour le biélorusse, le polonais, le russe et ’ukrainien sur la
figure 5.4), la topologie du clade comprenant ces traductions dans I'arbre de mots était

organisée de fagon identique a la topologie du clade correspondant dans I’arbre de langues.

Ltape 2. Nous avons appliqué I’algorithme de détection de THG (Boc et al., 2010) pour
inférer les emprunts de mots, en considérant [’arbre de langues réduit L ¢ comme ’arbre
d’especes et I’arbre de mot #_c comme ’arbre de géne. L algorithme a été exécuté 1484 fois
et 1484 scénarios d’emprunts de mots ont été identifiés. L algorithme appliqué reposait sur le
critere de dissimilarité de bipartitions et recherchait un scénario de co(t minimal d’opérations
SPR (Subtree Prune and Regraft) qui sont nécessaires pour transformer I’arbre de langues et
["arbre du mot considéré. Une version spécifique de I’algorithme, permettant d’utiliser des
arbres de mots non-enracinés a été développée. L’arbre de langues était toujours enraciné
comme le montre la figure 5.1. Comme la base de données de Dyen (1997) ne comprend
aucune traduction pour les langues hittite et tokhariennes A et B, dépendant, respectivement,
des groupes Anatolien et Tokharien, ces langues n’ont pas été considérées dans notre analyse.
Aussi, les contraintes suivantes ont été adoptées dans cette étude pour appliquer I’algorithme
de détection dans le contexte biolinguistique. Comme un mot emprunté pouvait changer en
cours d’évolution et dans le but de donner la priorité aux groupes de langues IE originales,
nous avons rendu certains clades « incassables ». En particulier, la suppression, par une
opération SPR associée a un événement d’emprunt de feuilles ou de sous-arbres d’un clade

d’arbre de langues, était interdite si la distance moyenne non-normalisée de Levenshtein entre
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les traductions incluses dans ce clade était plus petite que 1,5 (cette valeur a été déterminde
expérimentalement). Cependant, un clade entier pouvait &tre déplacé vers une autre partie de
I’arbre de langue, quelle que soit la distance moyenne normalisée entre ses traductions. Nous
avons aussi exclu tous les échanges entre deux clades si la distance normalisée de
Levenshtein entre les traductions incluses dans ces clades €tait plus grande que 0,35 (cette

valeur a aussi été déterminée expérimentalement).

Etape 3. A cette étape, nous avons combiné tous les résultats obtenus provenant des
scénarios d’emprunts de mots pour calculer des statistiques (voir les figures 5.5, 5.6 et 5.7).
Si plusieurs groupes de langues étaient impliqués dans I’emprunt d’un mot, les transferts
obtenus étaient pondérés prenant en compte de toutes les traductions impliquées. La figure
5.3a illustre cette situation : le transfert entre le clade incluant des traductions provenant des
groupes Gl et G4 et le clade incluant des traductions provenant des groupes G2 et G3

pourrait étre pris en compte comme suit :
1/2 WBE pour G1 -> G3; 3/2 WBE pour GI > G2,

1/2 WBE pour G4 -> G3;  3/2 WBE pour G4 -> G2.

> e ——— ———

1

G1 G4 G3 G1 G4 G3

G2 G2

G2 G2 G2 G2

(a) {b)
Figure 5.3 Deux exemples d’emprunts impliquant plusieurs groupes de langues.

Les événements d’emprunts représentés sur la figure 5.3a seraient décomposés en
quatre transferts, ou les poids dépendraient du nombre de traductions présentes pour chaque
groupe. Le transfert montré sur la figure 5.3b représente une situation ol sa direction est
incertaine (il est représenté par une double fléche). Dans ce cas, chacun des deux transferts

comptera pour la moitié d’un transfert complet.
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Nous avons donc évalué, le nombre des WBE pour les 12 groupes principaux de
langues IE, puis les pourcentages de mots affectés par un emprunt dans chaque groupe. Les
taux de mots empruntés entrants (figure 5.5¢) et sortants (figure 5.5d) ont été calculés. Ces
calculs ont été tout d’abord effectués pour tous les 200 mots de la liste Swadesh (figure 5.5),
puis séparément, pour les mots des catégories lexicale (figure 5.6) et fonctionnelle (figure

5.7).

5.3 Résultats et discussion

Au total, 1484 ensembles de cognats comprenant au moins 4 traductions ont ét¢ analysés. La
valeur de 49,8% de la distance topologique moyenne de Robinson et Foulds entre les arbres
de langues réduits et les arbres de mots (un arbre de mots par cognat a été inféré, voir la
figure 5.2) suggere une importante contradiction entre 1’évolution verticale des langues et
I’histoire individuelle de chaque mot. L algorithme de détection des THG (Boc ef al., 2010) a
¢été appliqué pour prédire les événements d’emprunts de mots caractérisant I’évolution de

chaque cognat et les statistiques correspondantes ont ét¢ calculées.

Il est a noter que certaines des similarités de traduction, méme celles entre les
traductions dépendantes de différents groupes de langues, peuvent étre dues a des
ressemblances accidentelles. Par exemple, le mot anglais bad n’a pas de cognats dans
d’autres langues. Le farsi a le mot bad dans plus ou moins le méme sens que I’anglais, mais
ceci est plutdt considéré comme une coincidence par les étymologistes (voir Online
Etymology Dictionary). Les formes de mots divergent quand elles sont retracées dans le
temps (le mot bad du farci vient de var en persan), mais les convergences accidentelles
existent également & travers plusieurs langues. Cependant, de telles ressemblances fortuites
entre les traductions ayant la méme signification sont beaucoup moins fréquentes que les

ressemblances dues a I’emprunt de mots.

L’évolution présumée du mot fruit est présenté a la figure 5.4. L’évolution de ce mot,
ayant comme origine le mot Proto-Indo-Européen bhrug (voir Online Etymology Dictionary),
englobe 7 emprunts hypothétiques (représentés par les lignes en pointillé dans la figure 2). Le
mot en vieux frangais fruit est dérivé du latin fructus (Online Etymology Dictionary et

Webster's Third New International Dictionary). En plus du transfert du vieux frangais,
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signifiant "jouissance, produit, bénéfice, production, revenu" au moyen anglais signifiant
"fruits et légumes”, ce mot a aussi été emprunté par le russe depuis l’allemand ou le
hollandais (Chernih, 2001), possiblement & travers le polonais (Fasmer, 1950-1958), au début
du 17°™ siécle sous le régne de Pierre le Grand. Par exemple en anglais, le mot fruit a
remplacé le mot natif du moyen anglais over "fruit" (provenant du vieil anglais ofetf), du
moyen anglais wastun et wastom "fruit, croissance” (provenant du vieil anglais waestm), et
du moyen anglais blede "fruit, fleur, progéniture" (provenant du vieil anglais b/ed) (Online
Etymology Dictionary et Webster's Third New International Dictionary). Les cing autres
emprunts probables de mots incluent les transferts de I’italien vers le grec moderne (Greek
etymological dictionary), ’albanais, 1’espagnol et le portugais, du vieux frangais vers

I’irlandais et le breton, et d’une des langues germaniques vers le provengal.

Les emprunts de mots les plus fréquents identifiés par une version spécifique de notre
algorithme de détection des THG ont été ajoutés & Varbre de langues pour représenter les
échanges de mots les plus importants qui se sont produits durant I’évolution des langues IE
(figure 5.5a). Si la proximité géographique peut expliquer la plupart des échanges fréquents
(e.g., entre les groupes Germaniques du nord et de I’ouest, ou entre le Frangais/lberian et
I’Italique), certains parmi eux arrivent entre des groupes éloignés (e.g., entre les groupes Grec

et Baltique, ou Indic et Arménien).
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Figure 5.5 Résultats obtenus pour les mots des catégories lexicale et fonctionnelle (i.e.,
le total des mots). Par exemple, 18% des mots du groupe Italic ont une origine
French/Iberian. Les diagrammes sur la droite montre : (b) le taux d’emprunts a
Pintérieur des groupes, (c) le taux d’emprunts pour des mots provenant d’autres

groupes et (d) le taux d’emprunts pour des mots sortant vers d’autres groupes.

Notons que les similarités entre les langues baltiques et I’ancien grec ont été soulignées
depuis longtemps par F. Bopp (1845-56). Par exemple arménien, qui forme une branche
indépendante de la famille des langues IE, est plus proche du Grec, mais a beaucoup de mots
empruntés des langues Indo-Iraniennes comme le pachto et le perse (Comrie, 1981) (voir les
valeurs de 9,3% et 7,5% pour les transferts des groupes Iranien et Indien vers [’arménien sur

la figure 5.5a). Tres tot, durant la période de sa classification, ’arménien a ét¢ méme
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considéré comme une langue du groupe Iranien en raison de son large nombre de mots
empruntés (Comrie, 1981). Notre analyse montre que [’arménien a ét¢ aussi influencé par les

langues des groupes Albanais et Celtique (figure 5.5a).
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Figure 5.6 Résultats obtenus pour les mots de la catégorie lexicale (les mémes

notations que celles utilisées sur la figure 5.5 sont adoptées ici).

Globalement, 35,4% des traductions considérées ont été affectées par des emprunts,
incluant 15,5% découlant de groupes distincts. Les résultats analogues ont été obtenus pour
les mots des catégories lexicale (36,3% - noms et verbes) et fonctionnelle (33,3% - adjectifs,
pronoms, conjonctions et déterminants). Ces résultats révelent que le taux d’emprunts de
mots ne dépend pas de la catégorie du mot. Les emprunts plus fréquents entre les 12 groupes
de langues IE trouvés indépendamment pour les catégories fonctionnelie et lexicale sont
illustrés sur les figures 5.6 et 5.7, respectivement. Les résultats détaillés pour chaque

ensemble de cognats considéré sont disponibles & 1’adresse URL suivante :
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http://www.info2.uqam.ca/~makarenv/BL/index.html. Chaque arbre réduit de langues aussi
bien que chaque arbre de mot, représentant l’évolution de I’ensemble de cognats
correspondant, peuvent étre visualisés avec les scénarios d’emprunts obtenus. Tous les 1484
arbres de mots considérés et les scénarios d’emprunts, obtenus en utilisant les algorithmes NJ
(Saitou et Nei, 1987) et HGT-Detection (Boc et al., 2010), ont été vérifiés et, si nécessaire,

corrigés manuellement pour assurer la plausibilité des emprunts prédits.
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Figure 5.7 Résultats obtenus pour les mots de la catégorie fonctionnelle (les mémes

notations que celles utilisées sur la figure 5.5 sont adoptées ici).
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Le diagramme de la figure 5.5 (b, ¢ et d) illustre les taux d’emprunts de mots intra-
groupe, entrant et sortant. Les groupes ayant les taux d’emprunts les plus élevés en leur sein
sont les groupes Slaves, Germaniques du nord et de I’ouest, Indic et Albanais. Le taux
exceptionnel de 34,2% pour des emprunts intra-groupe obtenu pour les langues de la famille
Slave démontre les relations proches et des €changes trés intensifs entre les nations slaves.
Quant aux transferts de mots entrants (figure 5.5¢), les trois groupes — Italien, Baltique et
Arménien — ont de hauts pourcentages de mots affectés par des échanges provenant de
langues de groupes différents. La figure 5.5d suggére que les langues des groupes Indic, Grec
et Frangais/Ibérien ont eu la plus grande influence sur le reste des langues IE. Par exemple,

un mot d’Indic a la probabilité de 2,8% d’étre un terme emprunté dans un groupe différent.

Alors que retracer I’évolution exacte de chaque ensemble de cognats peut étre une
tAche trés sophistiquée, les emprunts de mots estimés et représentés sur la figure 5.5a
peuvent aider 4 découvrir les échanges les plus intenses qui se sont produits aprés la
formation des groupes de langues Indo-Européennes et possiblement prédire des événements
relatifs, tels que les guerres, les longues occupations, les migrations ou les importants

échanges commerciaux survenus entre les nations impliquées.

* Les résultats biolinguistiques présentés dans cette thése sont décrits dans un article soumis a
une revue. lis different des résultats présentés dans Boc et al. (2010b).



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans cette thése, nous avons présenté trois nouveaux algorithmes pour la détection des
transferts horizontaux de génes ainsi que leurs nombreuses applications. Ces algorithmes
exploitent efficacement les différences topologiques ou métriques entre un arbre d’especes et
un arbre de géne pour un méme ensemble d’organismes considérés et fournissent une réponse
concrete au probléme de la modélisation de transferts horizontaux de génes complets et

partiels. Nous avons apporté notre contribution a quatre niveaux, qui sont comme suit :
Premiére contribution

En considérant le modéle arborescent, ol le géne est transféré completement et supplante
entierement le géne homologue de I’espece héte, nous avons développé un nouvel algorithme
de détection des THG en nous basant sur I’algorithme décrit dans Makarenkov et al. (2006).
Nous y avons apport¢ un grand nombre d’améliorations, notamment sur le plan de la
complexité algorithmique, la prise en compte des régles d’évolution et la viabilité des
transferts détectés. La premiére nouveauté majeure consiste en la définition d’une nouvelle
mesure d’arbre : la dissimilarité de bipartitions (BD). Cette mesure qui pourrait étre vue
comme un raffinement de la distance de Robinson et Foulds, s’est montrée plus efficace que
tous les autres critéres testés (LS, RF et QD) en ce qui concerne la génération d’un scénario
de THG optimal pour la réconciliation d’un arbre d’especes et un arbre de gene. Les
simulations Monte-Carlo menées dans le cadre de cette theése de doctorat ont montré que
Iutilisation de la mesure BD était plus appropriée que !’utilisation de LS, RF ou QD quand
vient le temps d’effectuer le choix d’un transfert horizontal. La seconde nouveauté majeure
est 1’ajout d’un processus de validation des transferts détectés. Nous avons alors présenté
trois fagcons de calculer le support de bootstrap d’un transfert dépendamment des données

disponibles : (1) les séquences utilisées pour construire les arbres d’especes et de géne
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pouvaient étre répliquées; (2) seules les données de séquences utilisées pour construire
I’arbre de géne pouvaient étre répliquées ; (3) le bootstrap de THG pourrait étre calculé a
partir des deux topologies d’arbres seulement. A ce jour, nous sommes les premiers &
proposer un tel processus de validation exhaustif et cohérent. Des comparaisons avec les tous
meilleurs algorithmes existants, LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001) et RIATA-HGT
(Nakhleh er al., 2005; Than et Nakhleh, 2008), ont montré que notre algorithme était au
moins équivalent en termes de qualité des résultats, mais surtout plus rapide et donc plus
adapté a la détection de transferts horizontaux dans le contexte des génomes complets ou des
ensembles de génes. Cette contribution a donné lieu a trois publications : Makarenkov et al.

(2006), Makarenkov et al. (2007) et Boc et al. (2010a).

Comme n’importe quelle méthode phylogénétique, cet algorithme est sujet a
quelques artéfacts. Les principaux sont |’attraction des longues arétes, les taux inégaux
d’évolution et les situations quand les transferts retracés sont temporellement proches des
évenements de spéciation. De plus, la différence topologique entre un arbre d’espéces et un
arbre de géne peut étre due 4 d’autres mécanismes d’évolution tels que la duplication
ancestrale suivie de la perte partielle du géne. Nous ne tenons pas compte de ces événements
évolutionnaires dans notre modéle, bien que de faibles pourcentages de bootstrap de certains
transferts puissent aussi les révéler. Il serait important dans [’avenir de mesurer |’impact de
ces artéfacts et événements sur les résultats de détection des transferts horizontaux et de

proposer un processus de correction adéquat du modele original.
Deuxi¢me contribution

Nous avons ensuite présenté une généralisation du modéle de THG complet applicable & un
modele en réseau ou 1’on considére le transfert partiel d’un géne. Ce modéle, qui implique la
formation de génes mosaiques, est plus complexe car la distance minimale entre deux espéces
peut étre calculée a travers plusieurs chemins possibles. Deux approches ont été proposées.
La premiere se base sur I’optimisation des distances par les moindres carrés pour retrouver
les transferts horizontaux optimaux, ainsi que les portions de géne transférées. Nous avons
démontré théoriquement que ce probléme d’optimisation est NP-difficile et que les premiéres

simulations menées (non présentées dans cette thése) ont montré sa viabilité en pratique. La
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deuxiéme approche se base sur une procédure de fenétre coulissante qui analyse des
fragments de I’alignement de séquences. Pour chaque position de la fenétre, un arbre de géne
partiel est inféré et un scénario de THG est calculé en réconciliant I’arbre de gene partiel et
’arbre d’espéces donné. Une procédure de validation, permettant d’évaluer le support de
bootstrap de tous les THG partiels possibles et prenant en compte I’incertitude des arbres de
géne a aussi €€ développée. Les deux exemples considérés, ainsi que les simulations menées,
suggérent que la derniére procédure peut étre utile pour confirmer ou exclure les transferts
complets inférés en utilisant n’importe quel algorithme de détection des THG et qu’elle peut
étre efficace dans plusieurs situations pratiques. Par exemple, notre étude de I’évolution du
géne rbcL pour 42 especes de protéobactéries, cyanobactéries et plastides (Delwiche et
Palmer, 1996) a montré que les THG prédits par Delwiche et Palmer pourraient étre en fait
des transferts partiels suivis de recombinaison intragénique. Ce projet de recherche a donné
lieu a trois publications : Makarenkov et al. (2006), Makarenkov et al. (2008) et Boc et al.
(2011, soumis).

Un des principaux problémes rencontrés par cette approche est 1’estimation de la
taille minimale de la fenétre. En effet, le modele d’évolution applicable & I’alignement de
séquences multiples (ASM) complétes peut ne pas étre applicable & I’ASM localisée dans une
fenétre de taille trop petite. Par conséquent, les différences topologiques entre [’arbre
d’espéces et |’arbre de géne partiel peuvent ne pas étre dues a des transferts horizontaux.
Evidemment, un faible score de bootstrap permettrait de supprimer ces faux positifs. Ce point
est un des €léments majeurs qu’il faudra développer a I’avenir en créant, par exemple, une
matrice de conversion des distances évolutives entre I’ASM complet et I’ASM partiel. Des
simulations complétes doivent étre aussi menées pour valider en pratique le modele de

détection des transferts partiels basé sur I’optimisation par les moindres carrés.
Troisiéme contribution

Finalement, nous avons appliqué une version adaptée de l’algorithme de détection des
transferts horizontaux a I’é¢tude de 1’évolution des langues Indo-Européennes (IE), en
considérant ’arbre des langues IE comme arbre d’espéces et |’arbre de chaque mot étudié

comme arbre de gene. Les résultats obtenus nous ont permis de dresser un portrait général
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des échanges les plus importants survenus au cours de 1’évolution des langues [E et de
calculer plusieurs statistiques intéressantes concernant ces échanges. Tout d’abord, nous
avons pu établir qu’environ 35,4% des mots considérés ont été affectés par des emprunts, et
ce, indépendamment de la catégorie (lexicale ou fonctionnelle) des mots. Puis, nous avons pu
corroborer la plupart des échanges trouvés par des études menées par des linguistes. Par
exemple, ’emprunt du mot fruit par I’anglais depuis le frangais est bien connu et bien
référencé dans la littérature. Cette contribution a donné lieu & une publication : Boc et al.

(2010b).

La plus grande incertitude de notre approche se retrouve dans la reconstruction des
arbres de mots. En effet, on retrouve souvent des ensembles de cognats avec des traductions
similaires (ou trés similaires) de faibles tailles. L’utilisation de la distance de Levenshtein
normalisée, ainsi que des contraintes biolinguistiques, permettent de remédier partiellement a
ce probléme. Une vérification manuelle des 1484 arbres de mots a aussi ét€ nécessaire. Les
travaux futurs seront alors orientés dans le sens de la validation des arbres de mots obtenus
depuis des ensembles de cognats. Un des grands défis de 1I’étude de 1’évolution des langues
Indo-Européennes est aussi d’arriver a identifier leur origine. Trois hypothéses sont
aujourd’hui considérées : (1) I’hypotheése kourganes, la plus admise aujourd’hui ; (2)
["hypothése anatolienne ; et (3) I’hypothése de la continuité paléolithique. Nous pensons
gu’en affinant notre modeéle et en comparant I’ensemble des statistiques obtenues, nous

pourrions y apporter de nouveaux éléments.
Quatriéme contribution

Nous avons aussi mis en place une plate-forme d’analyse phylogénétique : 1a version Web de
T-Rex (Makarenkov, 2001). Initialement décrite en 2001, la version Web de T-Rex inclue de
nombreuses applications et algorithmes utiles a I’analyse phylogénétique. Les langages de
programmation HTML et PHP ont été utilisés pour le développement du site Web et la
gestion des données provenant des formulaires. Des scripts écrits en langage PERL ont été
utilisés pour encapsuler I’exécution des programmes externes souvent écrits en langages
C/C++. Une base de données biologiques a aussi été mise en place avec le systéme de gestion

de base de données Oracle. Cette base de données permet de récolter des ensembles de
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séquences qui pourraient étre utilisés directement par les différentes applications incluses

dans T-Rex.

Nous avons principalement ajoutés a 7-Rex des algorithmes de reconstruction d’arbres
phylogénétiques, de réseaux phylogénétiques et de détection de transferts horizontaux de
geénes. Des algorithmes de tracé des arbres (hiérarchique, radiale, axiale) ont aussi été
implémentés. L’Annexe A présente une série de copies d’écran du site Web de T-Rex. Dans
le but d’offrir un environnement plus complet, nous avons ajouté au site des logiciels
développés par d’autres chercheurs de renom tels que certains algorithmes du paquet PHYLIP
(Felsenstein, 1989) ou encore le programme d’alignement de séquences ClustalW

(Thompson, 1994),

Le site Web de T-Rex se trouve en perpétuelle évolution car nous y ajoutons tous les
algorithmes développés dans le cadre de ce projet doctoral de méme que des projets
connexes. Depuis la mise en place officielle de la premiére version, le site Web
www.trex.uqam.ca a re¢u plus de 90,000 visites. Les prochaines étapes de développement
seront 1’ajout d’une interface graphique pour la détection des transferts partiels et pour

I’analyse de I’évolution des langues naturelles.



[Cette page a été laissée intentionnellement blanche]




ANNEXE A : EXEMPLES D’INTERFACES WEB DU LOGICIEL 7T-REX

L’annexe A présente quelques exemples d’interfaces de I’algorithme HGT-Detection dans la
version Web du logiciel 7-Rex (Tree and Reticulogram Reconstruction) disponible a |’adresse

URL suivante : http://www.trex.uqam.ca.
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B.1 Schéma algorithmique de HGT-Detection (Boc et al., 2010)

Infer species and gene trees T and 7~ on the same set of species (i.e., leaves);
Root T and 7" according to biological evidence or using an outgroup or a midpoint;

if (there exist identical subtrees with two or more leaves in 7 and 7”) then
Decrease the size of the problem by collapsing them in both 7"and 77

Select the optimisation criterion OC = LS (least-squares), or RF (Robinson and Foulds distance), or
QD (quartet distance), or BD (bipartition dissimilarity);

Compute the initial value of OC between T and 7"
To = T;
k=1; /lkis the Step index

while (OC # 0)
{
Find the set of all eligible HGTSs (i.e., SPR moves) at step & (denoted by £ HGTy);
The set E HGT contains only the transfers satisfying the subtree constraint,
while (HGTs satisfying the conditions of Theorems 2 and | exist)

{
if (there exist HGTs € E_HGT; and satisfying the conditions of Theorems 2) then
Carry out the SPR moves corresponding to these HGTs;
if (there exist HGTs & E_HGT, and satisfying the conditions of Theorem 1) then
Carry out the SPR moves corresponding to these HGTs;
}

Carry out all remaining SPR moves corresponding to HGTs satisfying the subtree constraint;
Compute the value of OC to identify the direction of each HGT;

k=k+ 1,
Decrease the size of the problem by collapsing the identical subtrees in 7, and 77
Compute the value of OC between T; and 77

}

Eliminate the idle transfers from the obtained scenario using a backward elimination procedure;

end.
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B.2 Trace d’exécution de I’algorithme RIATA-HGT appliqué au jeu de données du
géne rpll2e

specles tree:

(( (A.pernix, S.solfataricus)Il0,P.aerophilum)Ill, ({{(P.abyssi,P.horikoshii)17,P.furiosus)Ig, ({(M.jann
aschii,M.thermoaut.)I5, {{T.acidophilum,F.acidarinanus)I3, {{{Halobacterium.sp.,H.marismorrui)I0, M.b
arkeri)Il,A.fulgidus)I2)I4)I6)I9)112;

gene tree:
({(F.acidarinanus, ((

sus),P.abyssi), ({{{(Halobacterium.sp.,H.marismortui)I0,M.thermoaut.),M.barkeri), A.fulgidus),M.j:
aschiil));

(P.aerophilum, S.solfataricus),A.pernix}, T.acidophilum)), {{{P.herikoshii,P. furio

There are 3 component(s), wnhich account(s) for 9 solution(s), each of size 5
Component Il2:
Subsolutionl:

I0 -> M.thermoaut. (56.0)

I1l -> F.acidarinanus (100.0)

I11 -> T.acidophilum (100.0)

Component Ill:

Subsolutionl:

I1l -»> A.pernix (74.0) [time violation?)
Subsolution2:

S.solfataricus -> P.aerophilum (74.0)
Subsolution3:

P.aerophilum -> S.solfatarlicus (74.0)

Component I8:

Subsolutionl:
P.horikoshii -> P.furiosus (61.0)
Subsolution2:

P.furiosus -> P.horikoshii (61.0)
Subsclution3:

I8 -> P.abyssi (61.0) [time viclartion?)
hhkkkdkhkkdkhkdhdhhkbhhkdkhkbhrhkbdd b kb b dd dh kA kb R kA A A XA R T R AT XA R ARF AT AN R ARk b rmrmhkk kKK
Consensus network for this set of gene trees
(((A.pernix,S.solfataricus)I10,P.aerophilum) 111, (((P.abyssi,P.horikos
{(M.jannaschii,M.chermocaut.)I5, {{T.acidophilum,F.acidarinanus)I3, {{{Halobac
mortui) I0,M.barkeri)Il,A.fulgidus)I2)I4)Ie)I9)I12;

1,P.furiosus) I8, (
terium.sp.,H.mari

P.horikoshii -> P.furiosus
P.furiosus -> P.horikoshii

I8 -> P.abyssi

I11 -> A.pernix

S.solfataricus -> P.aerophilum
P.aerophilum -> S.solfataricus
I0 -> M.thermoaut.

-> F.acidarinanus

1 -> T.acidophilum

B.3 Trace d’exécution de I’algorithme RIATA-HGT appliqué au jeu de données du
géne PheRS synthétase

species tree:
{(({EB.hori,M.ther,A.fulg,M.jann}I18, (S.sclf,P.aerc] 1171119, (S.cere sapi)ile) 20, in
)JI13, (N.gono,H.pilo, (R.caps,R.porow110, (P.aeru, {(F.coli, H.infLl)11.)14)112,M.tube,T.n {
eol ) I15, (C.trac, (P.ging,C.tepi)I4) 13, (C.acet, ( (B.subt, (E.faec,S.pyog)I6)I7, (M.pneu,M.geni)I5)18)1]
)12, (B.burg,T.pall}114)10)121;
gerie tree:
((D.radi,T.ther)I13, {(((N.gono, P.aeru), { (R.prow,H.pils)
.0y ((C.trag, P.ging),C.t )i, ({R. s, T.m }
ecC) ) {{((H.sapi,S.cer 1o

i
=}

1}), (A.aeocl, Synech)IlS
u, ni}, ((S.pyo

YI14)))));

There are 3 component(s), which account(s) for 12
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Component I21:
Subsolutionl:
I17 -> P.hori
P.hori -> I14 (100.0)
I16 -> M.ther (25.0)
I16 -> A.fulg (25.0)
Subsolution2:
P.hori -> Il4 (100.0)
P.hori -> Il17 (85.0)
I16 -> A.fulg (25.0)
I16 -> M.ther (25.0)
Subsolution3:
A.fulg -> Il6 (100.0)
I17 -> M.jann (25.0)
I17 -> P.hori
P.hori -> Il4 (100.0)
Subsolutiong:
119 -> M.jann (88.0) [(time violation?]
116 -> A.fulg (25.0)
F.hori -> I14 (100.0)
I16 -> M.ther (25.0)
Component I2:
Subsolutionl:
R.prow -> H.pilo (67.0)
R.caps -> T.mari (31.0)
I4 -> I3 (85.0)
I1l -> R.prow (0.0)
I4 -> I13 (100.0)
R.caps -> M.tube
P.aeru -> N.gonoc (55.0)
M.tube -> C.acet (59.0)
I4 -> I15 (19.0)
Component I3:
Subsolutionl:
P.ging -> C.trac (85.0)
Subsolution2:
C.trac -> P.ging (85.0)

Subsolution3:
I3 -> C.tepl (85.0) [time violation?
kkhkhkhkhdkhkFhd b hhhbhkbkdxbkhhrddbhhkhdadsadrhbhbahdbrkncrwerhbdd o b kdnsda hokowowow ok ow owow ok ow Kk

Consensus network for this set of gene trees
({(((P.hori,M.ther,A.fulg,M.jann) 18, (S.sclf,P.aero)Il7)119, (S.cere,H.5api)I16)120, ({(T.ther
,D.radi) 13, (N.gono,H.pilo, (R.caps,R.prow} 10, (P.aeru, (E.coli,H.infl) ) 14)112,4.rube, T.ma
ri, {(Synech,A.aeo0l)I15, (C.trac, (P.ging,C.tepi)I9) I3, {C.acet, ((B.subt, (k. faec,S.pyog)I6)I7, (M
.pneu, M.geni)I5)I8)I1)I2, (B.burg, T.pall)i14)10;121;
P.ging -> C.trac
C.trac -> P.ging
I3 -> C.tepi
R.prow -> H.pilo
R.caps -> T.mari
14 -> I3
11 -> R.prow
14 -> I13
R.caps -> M.tube
P.aeru -> N.gono
M.tube -> C.acet
I4 -> 115
I17 -> P.hori
ori -> Il4
116 -> M.ther

16 -> A.fulg
P.hori -> I17
A.fulg -> I16

117 -> M.jann
119 -> M.jann
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ANNEXE C : EXEMPLES DE CODE SOURCE

L’annexe C présente quelques exemples de code source développé pour Ja détection des
transferts complets et partiels. On retrouve ici les deux scripts €crits en langage PERL
(run_hgt.pl et run_hgt partial pl) qui encapsulent le programme HGT-Detection écrit en
langages C/C++. Ces deux scripts permettent de gérer les options du programme, le calcul du
bootstrap et le formattage des fichiers de sortie. De plus, le programme principal de HGT-
Detection (hgt.cpp) est présenté, ainsi que la fonction findBestHGTTab() qui permet de

détecter plusieurs transferts indépendants en une seule itération.

C.1 Script PERL pour la détection des transferts partiels

run_ hgt partial.pl

#!/usr/bin/perl

use strict;
use warnings;

print STDOUT "\n\n";

print STDOUT ™: e An";
print STDOUT "| Partial HGT-DETECTION V.l1.0 (October, 2010) [\n";
print Ali I\n";
print An";

ITS DE LA LIGNE DE COMMANDE

if( scalar QARGV < 1){
print "Erreur\nusage : $0 speclesTreerile=(Species tree file]

geneSequencesFile=[Gene sequences file] opt_m=[PhyML|NJ] opt ws=(100] opt_ss=[10]
opt_sSt=[DNA|RNA|AA] opt nr=[10] opt bm=[E0]\n";
print “"\nspeciesTreeFile\tSpecies tree file name

The species tree should be in the Ne
print "\ngeneSeqguencesFile\tGene sequerces file name.

The sequences should be in the Phylip format";
print "\nopt m \tTree inference (PhyML or NJ)
print "\nopt ws\tSliding window size
print "\nopt ss\tStep size
print "\nopt st\t3equernce type (DNA,AR)
print "\nopt nr\tNumber of replicates in boolLstrap :
print "\nopt_bm\tDisplay transfers wiilh bootstrap support higher than x% :
print "\n";
exit 0;

h—: =
ny $fenetre 100;

ny $increment = 10;

my $nbBootstrap 10;

my $boct min 60;

ny $pos debut globa D;

my Sreconstruction "NJ"

my $sequence_type = "BA"“;

my SspeclesTreefile = "y

my $geneSequerncestile = "y
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my $param;
my @tab tmp;

for(my $i=0;$i<scalar @ARGV;S$i++){

$param = $SARGVI[$i];

chomp {$param) ;

@tab tmp = split("=",S$param);

if (stab_tmp(0] eq "opt_st"){
$sequence_type = Stab tmp(l];
if ({$sequence_type ne "DNA") && ($sequence_type ne "AA")){

print STDOUT "$sequence_type : Unknown seguence type (DNA,AR)\n";
exit;

}

}

elsif($tab_tmp(0] eg "opt ws"){
S$fenetre = Stab_tmp(1l];

}

elsif($tab_tmp[0] eq "opt_m"){
$reconstruction = $tab tmplll;

}

elsif($tab tmp[0) eq "opt ss"){
$increment = Stab tmp[l];

)

elsif($tab_tmp(0] eq "opt_bm"){
$boot min = S$tab tmp[l]:

}

elsif($tab_tmp{0] eq "opt nr"){
$nbBootstrap = S$tab_tmp[1];

}

elsif{Stab_tmpl0] eq “speciesTreeFile") {
$speciesTreefile = $tab_tmp[l);

}

elsif(Stab_rmp[0] eq "geneSequencesFile"){
$geneSequencesFile = $tab tmpll);

}

else(
print STDOUT $tab_tmp[0] . ": Unknown parameters\n";
exit;

des do

STDOUT "Species Tree filename = $speciesTreeFile\n";
STDOUT "Gene Sequences filename = $geneSequenceskile\n";
STDOUT "Sliding windows size = $fenetre\n";

STDOUT "Step size = Sincrement\n";

c STDCUT "Number of replicates a WbBootstr
- STDOUT "Minimum Bootstr = t min\n
-~ STDOUT "Tree reconstruction = $reconstruction\n";
STDROUT "Sequence Type = $sequence type\n";

', ">phgt_output.txt");

=======- \n";
V.1.0 (October, 2010) I\n";
ir Makarenkov \n";

Partial

“"Species Tree filename = $speciesTreelfile\n";

"Gene Sequ filename SgeneSequencesfile\n";
"gliding windows size = $fenetre\n";

> "Step size = Sincrement\n";
"Number of replicates = $nkBoctstrap\n";

> "Minimum Bootstrap « $boc in\n";

reconstruction = $reco ruction\n";
= $sequence type\n';

my S$phyml = "exec/phyml";
ny $se t "exec/segboot";
my $neighbor = "exec/neighbor";
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my $rf = "exec/rf";

my $dnadist = "exec/dnadist™;
my $protdist = "exec/protdist";
ny $consense = "exec/consense';

#= PARTIAL HGT-DETECTION

my $speciesTreeNewick;

ny %geneSequences = ()

(
my $taille sequence = 0;
my $nombre_especes = 0;
my Stmp;
my $hgtFoundfFile = "hgtdetectes.txt";
ny $infile = "infile";
my $outfile = "outfile";
my S$outtree = "outtree";
my S$intree = "intree";
my $inputHgtFile = "input.txt";
my $outputHgtFile = "output.txt";
ny $segbootConf = "segbootConf.txt"; configurati segboot
my $dnadistConf = "dnadistConf.txt"; configurat dnadist
my S$protdistConf = "protdistConf.txt"; configuration de protdist
my $neighborConf = "neighborConf.txt"; configuration de neighbor
my $phymlConf = "phymlConf.txt"; configuration
my $seed = 3; : les progs Fhylip
my $log = "log.txt"; = {ichier log
ny $pos_fin;
my $transferts = ()7
my $transferts?2 = {):
my $pos_debut = $pos_debut_globale;
ny $hbootTree = 0;
my $RE_distance =-1;
my $bootTreeFile = "pootTreeFile.txt™;
my $consenseConf = "consenseConf.txt";
my $nbNan = 0;

if( -e “"S$outputHgtFile.tmp") {
execute ("rm -rf SoutputHgtFile.tmp");

}

#==========::. ==

#= LECTURE DES DONN

f===== —— i

@tab _tmp = file_get contents($speciesTreeFile);

$speciesTreeNewick = $tab_tmp(0]:

$geneSequences = chargerSequence ($geneSequencesFile);
$nombre _especes = scalar keys(%geneSequences);
@tab_tmp = keys{%geneSequences);

$taille_sequence = length{$geneSequences{$tab_tmp[0]});

FICHIERS I
execute ("echo \"R\n$nbBootstrap\ny\n$seed\n\" > $seqbcotConf");
execute ("echo \"M\nd\n$nbBootstrap\ny\n\" > $dn: tCanf")

execute ("echo \"M\n$nbBootstrap\n$seed\ny\n\" > S$neighborConf"};
execute ("echo \"M\nD\n$nbBootstrap\np\np\np\ny\n\" > $protdistConf");
execute {"echo \"y\n\" > S$consenseConf");

if($sequence type eg "DNA"){
execute ("echo \"infile\nb\n$nbRootstrap\ny\ny\n\" > $phymlConf");
execute ("echo \"$infile\n+\n+\nO\nL\n+\nb\ninoBoctstrap\ny\ny\n\" > §phymlConf");

}
else{
execute ("echo \"$infile\nd\n+\nM\nM\nM\n+\nO\nLAn+\no\n$nbBo:

rap\ny\nY\n\" > S$phyml

STDOUT "“\n=====
STDOUT "\n|
STDOUT "\n
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my $nouvelle_zone = "yes";

my $iteration = 0;

FOO:

while ( (Spos_debut < $taille_sequence) && ($Slast == 0)){

if(($pos_debut + S$fenetre) > ($taille_sequence-1)){
Spos_debut = $taille_sequence - 1 - S$fenetre;
$last = 1;
)
printf (STDOUT "\ni [(%3d - $%3d]", $pos_debut, $pos_debut + $fenetre);

Spos_fin = $pos_debut + $fenetre;

open (OUT, ">$infile") die "Cannot open $infile ($!)";
print QUT "Snombre_especes $fenetre';
foreach my Selt( keys(%geneSequences)) {

my $espace;

for(my $i=1;$i<=(10-length(Selt));Si++)

Sespace .= " ";

}

print QUT "\n" . $elt ."S$Sespace". substr($geneSequences{S$elt},Spos_debut, $fenetre);
}
close (OUT) ;

execute("cat $speciesTreeFile > $inputHgtFile"};

if (Sreconstruction eq "NJ"){
execute ("rm -rf Soutfile >> $log");
#print STDOUT " segboot..";
execute ("$seqgboot < S$segbootConf >> $log"}; fi= génération des autres arbres
execute("cat $outfile > $infile"); fi= ajout des autres arbres
execute("rm -rf Soutfile >> $log");
if(Ssequence_type eg "DNA"){
execute ("$dnadist < $dnadistConf >> $log"); f= calcul des matrices de distances
if(!-e Soutfile)(
print STDOUT "\nProblems with dnadist...\n";
exit;

}
execute ("mv $outfile $infile"});
execute("rm -rf Souttree >> $log");
}
elsef
execute ("$protdist < SprotdistConf >> $log"); #= calcul des matrices de distances
execute ("mv $outfile $infile™);
execute ("rm -rf Souttree >> Slog");

}
$nbNan = ‘grep "nan" $infile | wc -1°;

if ($SnbNan == 0){
execute ("Sneighbor < $neighborConf >> S$log"); #= transformation en chaine Newick
execute("cp $outtree S$intree");
execute ("echo \"$speciesTreeNewick\" > S$inputHgtFile"|;
execute ("tr -d '\n\r' < Souttree | sed 's/;/:;\\\n/g' sed 's/-//g' >> SinputHgtFile™);
execute("rm -rf Souttree Soutfile");
execute ("$consense < S$consenseConf >> $log");
execute("grep 'Sets in' -A 100 Soutfile grep 'Sets NOT' -B 100 | grep '\*'
grep \"[0-9][0-9]*.(0-9) (0-9])*\" -0 > $bootTreerFile");

my @tab_tr
SbootTre

file get_contents({"$bootTreeFile");

0;

for(my $i=0;$i<scalar @tab tmp;$i++){

)

SbootTree += ($tab 11*100)/ {$nbBootstra

}

$bootTree /= scalar @tab tmp;

@tab tmp = file_get_contents2("SinputHgtFile");
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}

my Sarbre2=$tab_tmp(1l];

$RE_distance =

printf{ STDOUT " | %3d | $3.01£%% |
}
elsef

print€f( STDOUT "

)

else({

if ($reconstruction eq "PhyML"){

my $cmd = “rm -rf $infile”
execute ("$cmd") ;
execute ("$phyml < $phymlConf >> $log"):
my @tab_tmp = file get_contents("$infile"
my $chaine = Stab_tmp[0];
(my @tab_boot) = ($chaine =~ /\) ([0-9][0-9]*):/q);
my $total = 0;
my $boot_cpt=0;
foreach my $val (@tab_boot) {

Stotal += $val;

$boot_cpt++;

"oan,
_T

}

$bootTree = ((S$total/$boot_cpt)*100)/S$nbBootstrap;

$chaine =~ s/\) [0-9][0-9)*:/\):/q;
@tab_tmp =

$RE_distance = robinson_and_foulds (st
printf( STDOUT " | %3d | $3.01£%%

file_get contents("$speciesTreeirile");
b

scmd = "echo \"\n$chaine\" >> $inputHgrii
execute ("$cmd");
@tab_tmp = file_get_contents("$infile"

Tam.
le™;

foreach $chaine (@tab_tmp){
chomp ($chaine);

Scmd = "echo \"\n$chaine\"™ >> S$inputHgtrile";
execute ("S$cmd") ;

"_phym!l

"_phyml boaot tre

robinson_and_foulds ($speciesTreeNewick, SarbreZ);
", $RF distance, $bootTree);

Distance matrices cannot be built"):;

_ftree.txt");

0], $chaine);
[",$RF distance,SbootTree);

if ({$RF distance > 1) && ($bootTree >= 0) && ($nbNan == 0 )){
if ($nouvelle_zone eq "yes"){
Szone++;
}
$nouvelle zone = "no";
Lon++;
e{"rm -rf output.txt outputWeb.txt results.txt nomorehgt.txt log_hgt.txt refurn.txt™);
execute("perl run hgt.pl -inputfile=SinputlgtFile -bootstrap=yes >> $log™); #
execute("cat $inputHgtFile >> $log");
execute ("cat inputiflleformated.txt >> $log");
execute("cat log_hgt.txt >> $log");
execute ("cat $outputHgtFile >> $log");
L& -
#= LEC

my @tab _output = file get conte (SocutputHgtiile);
open (OUT, ">>$outputHgtFile.tmp™) ||
my @tab list dest=(]);

mp_tab;

N, "$outputHgtFile") || die "Cannot open $outputi
h my $ligne (@tab ocutput)|
mp ($11 i
ligne =~ s/ //q;
print STDOUT "*“;
imy $scurce,my $dest,my $bootstrap) = sp.it("<>",$§
@tmp_tab = split(",",$source);

die "Cannot open $outpu

igt¥File

JEFile.tmp($) ",

(sthy":

igne};




140

$source = join(",",@tmp tab); #join(",",sort par_num @tmp tab);
my @tab_source = split(",", $source);

@tmp_tab = split(",™,$dest);

$dest = join(",",@tmp_tab); #join(",",sort par_num @tmp tab);
my @tab_dest = split (", ", $dest});

if ($bootstrap > $boot_min) {
print OUT

"$iteration<>$RF distance<>$pos_debut<>$pos_fin<>$source<>$dest<>$bootsirunin’;

}
}
close (IN);
close (OUT) ;
}
}
else(
$nouvelle zone = "yes";
}
if ($RF_distance < 2){(
Spos_debut += 2*$increment;

}

if (($pos_debut + $fenetre) == (Staille_ sequence-!
$pos_debut = $taille_sequence;

}

$pos_debut = $pos_debut + $increment;

)

print STDOUT “\n e e - o e ey P

open (OUT, ">>phgt_output.txt");
print GUT "\n\nPartial HGT detected with bootstrap support higher than $boot min% : \n";

print QUT "==========—ccc==== mmm————m——=——=== v,
my $max_rf = -1;

execute("cat SoutputHgtFile.tmp > $outputHgtiile");

open (IN, "$outputHgtFile™) || die "Cannot open $outputHgtFile ($!)";

whaile(my $ligne = <IN>){
chomp ($ligne);
1f($ligne =~ /<>/){
$ligne =~ s/ //g:
(my $iteration,my $RF, $pos _debut, $pos_fin,my $source,my $dest,my $bootstrap) =
split("<>",$ligne);
if($max_rf == -1){
$max_rf = $RE;
}

my @tmp_tab = split(",",$source);
$source = join(",",@tmp_tab); #join(",",sort par_num Gtmp_tab);
@tmp_tab = split(",",$dest);
$dest = join(",",@tmp_tab); #join(",",sort par_num Qt:
Zi{$bootstrap > Sboot_min){
my @tmp Tab2 = spll.z("<>",$ligne);
print OUT "\n\nTransfer : " . $tmp tab2[4] ."->". Stmp_tab2{5];
prirtf( OUT "\nBootstrap : %1.11f%%", Stmp tab2[6]);
print OUT "\nInterval : " . $tmp tab2(2] . "-" . $tmp tab2(3];

if(exists(Stransferts{"$source~->$dest"} )}
for(my $i=$pos_debut;$i<=$pos fin;$i++;{
Stransferts{"$source->$dest™} [$i] = 1;

;$i<$taille sequence;
ts{"$source->$dest"} (!

= o~

_debut; $i<=5p
[ "$source->4d

A\n";
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close (IN);

=
= AFFICHAGE

print OUT "\nOverlapplng partlal HGT detected with bootstrap support higher than $boot _min% :\n";
print OUT "== == = -

my %results
my %compteur
my %interval
my %interval fin = ();

open (IN,S$outputHgtFile) || die "Impossible d'ouvrir le fichier $outputHgtuFile ($!)";

while( my $ligne=<IN>){

$ligne =~ s/\[//g;

$ligne =~ s/\1//qg;

my @tmp = split("<>",$ligne);

my $key = Stmpld] . "->" . S$tmp[5];

if (exists(Sresults{$key})){
if($tmp[6] >= ($boot_min/2)){
if( ($tmp(2]) <= $interval fin{S$key} } && ($tmp(2] > Sinterval debut{$key} )} }{
$Sinterval_fin{$key} = Stmp(3]:
}
if( ($tmp[2] > $interval_fin{$key} ) && (($tmpi3])-Sinterval fin{$key}) < 40) ){
$interval fin{Skey} = $tmp(3};
}
Sresults{$key} = S$results{Skey} + $tmp(6);
Scompteur{$key} = Scompteur{S$key} + 1;
)
)

else(
Sresults{Skey} = Stmp[6];
Scompteur{Skey} =
Sinterval debut{Sney = $tmp(2];
$interval fin{$key} = $tmp(3];

)

foreach my $key (keys $results){
if ($results{Skey}/$compteur{Skey} > Sboot_min) {

print OUT "\n\nTransfer r Skey";
printf{ OUT “\nAverage bootstrap  %1.11L£%%", S$Sresults{S$key}/$Scompteur{Skey}):
print OUT "\nInterval ;" . Sinterval_debut{$key} ."-". Sinterval [in{Skey}:

}
}
print OUT "\n\n";
close (OUT);
open{OUT, ">$hgtFoundFile") || die " ossible d'ouvrir S$hgtFoundFile ($')";
my $saut = "";
my $pred = 0;

foreach my $elt (keys %transferts)|
for(my $i=0;$i<$taille sequence;$i++){

f({(Stransferts{S$eltr} [$i] == 1) && (Spred == 0}){
$saut = "\n";
Spred = 1;
1
elsif((($transferts{$elt}[$i] == 0) || ($i == (8tallle_sequence-1})) && ($pred == 1}){
$pred=0;
}
}
}
close (OUT) ;

("mv phgt output.txt output.txt");

TDOUT "\nSee the results in the file output.txt\n\nEnd of the com An';
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#= supprimer un sous-ensemble de feuilles

sub delete elt array({
(my $elt,my @tab) = @_;
my @new_tab=();
foreach my $val (@tab) {
push (@new_tab, $val) if{$val ne $elt);
}

return @new_tab;

on du programme externe RF

sub robinson_and_foulds{
file put_contents("rf_input.txt",$_{0] . "\n" . $_[1]};
execute ("$rf rf_input.txt rf_output.txt rf tmp.txt rf cutput.tmp rf matrices.txt ");
my dtab_tmp = file get contents("rf output.txt"):
(my $RF) = (Stab_tmp[5] =~ /.*=\ ([0-9](0-9]*)/):
return $RE;

P =
#

= Chargement du centen
g

sub file get contents{
open(IN,$ [0]) || die "Impossible d'ouvrir " . $ (0] . ™ ($1)™;
my $i=0;
my @return = <IN>;
close (IN);
return @return;

=== =—==================

= Chargement du contenu d’un fichier

= (uniquement les lignes se terminant par ";")

# i e e e e e

sub file get_contents2{
open(IN,$_[0]) || die "Impossible d'ouvrir " . $ [0] . " ($1)";
ny $i=0;
my @Greturn = ();

while(my $ligne =<IN>){
if( Sligne =~ ";"){
Sreturn|$i) = S$ligne;
Si++;

)

)
close (IN);
return @return;

sub file put_contents{
my $fichier
open (OUT, ">$%
print OUT $_|
close (OUT) ;

| die "Impossible &'ouvrir $fichier ($1)";

sub executel
my $cmd = $_[0];
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4= e et R G T e 2

sub chargerSequence {
ny $file = $_(0];

my $tmp=0;
ny %geneSequences = ();
open(IN,$file) || die "Cannot open $file (S$!)";

while (my $ligne = <IN>)({
chomp($ligne) ;
if($tmp > 0){
(my $name, my S$sequence) = split(" ",$ligne);
$geneSequences{$name} = $sequence;
}
Stmp ++;
}
close (IN);
return %geneSequences;

C.2  Script PERL pour la détection des transferts complets

#!/usr/bin/perl

use strict;
use warnings;

fomsnmam——— 2 m 2t mne e S — T
if( scalar 8ARGV < 0){
print "\nErreur\nusage : $O0“;

exit 0;
}
my $cmd = "exec/hgt ";
my $inputfile = "";
my $outputfile = "output.txt";
my $bootstrap = "no";
my $path = "nr,

my $viewtree="no";

my Q@tmp_tab;

my @tmp_tab_init;

my $hgt;

my $ligne;

my S$npblines = 5;
nmy $hgt_number tab;
my %hgt_description
my $hgt_compteur ta
my %hgt_c
my %hgt_n
my @hgt_pos;

my @hgt_pos2;

my $mode = "";

my S$total hgt;

my Stotal trivial;

my $val retour = 0; #= nombre de HGT trouvés
my @Ghgt tab;

my S$rand_bootstrap - U5

my $speciesroot = "midpoint";

my S$generoot = "midpoint";

my $stepbystep = "no";

tab;
)i
erion_tab;
I' _tab;

LECTURE

@tmp tab = split! 3
S$bootstrap Stmp_tab([l];
chomp ($bootstrap);
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}

if($elt =~ "speciesroot"){
@tmp_tab = split("=",S$elt);
$speciesroot = Stmp tab[l];
chomp ($speciesroot);

}

if(Selt =~ "generoot™)({
@tmp_tab = split("=",Selt);
$generoot = $tmp_tab(l]:
chomp ($generoot) ;

)

if($elt =~ "inputfile")({
@tmp_tab = split("=",Selt);
$inputfile = $tmp_tab(l]);

)

if(Selt =~ "path"){
@tmp_tab = split("=",Selt);
$path = $tmp_tab[1l];

}

if($elt =~ "viewtree"){
@tmp tab = split("=", Selt);
Sviewtree = $tmp_tabl|l);

}

if(Selt =~ "outputfile"){
@tmp tab = split("=",S$elt);
$Soutputfile = Stmp_tab[1l];

)

if (Selt =~ "help"){
print_description();
print_help():

exit;

}

if ($elt =~ "stepbystep"}{
@tmp_tab = split("=",$elt);

$stepbystep = Stmp_tabl1];

}

Sinputfile = "$path" . "Sinputfile";
Soutputfile = "S$path" . "“Soutputfile";

my S$results = M"$path" . "results.txt";

my $tmp_input = "$path" . "tmp input.txt";

my $input_no_space = "S$path" . "input no_space.txt";
my $return file = "$path" . "return.txt";

my $log file = "$path" . "log hgt.txt";

my Soutput tmp;

my SoutputWeb = "S$path" . "outputWeb.txt";

my $generootfile = "S$path" . "geneRootLeaves.txt";
my $speciesrootfile = "S$path" . "“speciesRootlLeaves.txt";
my $generootfiletmp = "$path" . "“geneRootTmp.txt";

my S$speciesrootfiletmp = "$path" . "speciesRo p.txt";

my Sinputfileformated = "$path" . "inputfileic ed.ox”

my Sprehgtfile = "S$path" . "prehgt.txt";

#===== PRINT

print_title();

= linux like

‘rm -rf $Sresults Soutputfile $log_file S$refturn file’;

# CHECKING FILES =====

if( $input e eq ""){
print STDOUT "\n\nRUN_HGT : There is no input file";
exit -1;

}

if¢

Sinputfile doesn't exist";

if({ ($speciesroot eq "file") && ( ! —e Sspeciesrootfile) ){
print STDROUT "\n\nf T Sspeciesrgotfile doesn't exist";
exit -1;
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if{ ($generoot eq "file") && ( ! -e S$generootfile) ){
print STDOUT "\n\nRUN_HGT : $generoctfile doesn't exist”;
exit -1;
}
ff=== LECTURE DE L'ARBRE D'ESPECES ===
open(IN,"$inputfile”) || die "Cannot open $inputfile";
open(OUT, ">$inputfileformated") || die "Cannot open $inputfileformated";

while($ligne = <IN>){
chomp ($ligne);
$ligne =~ s/;/:\n/qg;
if($ligne ne ""){

print OUT $ligne;
}

}

close (IN);

close (OUT);

open(IN,"$inputfileformated") || die "Cannot open $inputfileformated";
my @trees_tab = <IN>;

close (IN);

$cmd .= “-inputfile=$tmp_input -outputfile=S$cutputiile™; # > $log file";

my $nbTrees = 0 ; # scalar @trees_tab - 1;
#== The program need at least 2 trees
if((scalar @trees_tab < 2)){

exit_program(-1,$return_file, "PERL : nombre d'arbres invalide");
}
print_minidoc{);
FQO:
for (my $i=0; (($i< scalar @trees tab) && $trees tab[$i] =~ ";");){
open (IN,">$tmp_input") || die "Cannot open $tmp_input";
H= c==============s====-: ——==—s=——=== -=

#= 1In the bootstrap case, we need to change the speciesront and genercot option
= for "file" from the first repl!

if (S$bootstrap eq "yes"){

if($1 == 0)
print IN $trees_tab[0] . $trees tab(l];
$i=2;
$cmd .= " -randbootstrap=$rand bootstrap";
}
else{

print IN $Strees_tab(0) . $trees_tab[$i++];
}

1E(81 > 23 ¢
if($cmd !~ /printWeb=no/} {
$cmd .= " -printWeb=no ";
}
}
i1f($nbTrees == 1}{

$cmd =~ s/-generoot=[a-z|a-z]* //;
$cmd =~ s/-speciesroot=|a-z]| a-z)* //;
$cmd .= " -generoot=file —-speciesroot=fi.a";

‘cp $generootfile $generootfiletmp’;

‘cp $speciesrontfile $speciesroctfiletmp’;
}
if($nbTrees > 1)
‘cp $generoobfiletmp $generonti
‘cp $speciesrootflletmp $spe
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fi== traitement des cas de transferts avant la détection
if (Sstepbystep eq "yes"){
if (-e SoutputWeb) {
my @prehgt;
my @prehgt valide;
my @prehgt_sequence;
open {PREHGT, "$outputWeb") || die "Probleme avec l'ouverture du fichier S$outputWeb";
my @tab_prehgt = <PREHGT>;
foreach my $ligne( @tab_prehgt) {
chomp ($ligne);
if($ligne =~ /~hgt_reels =/){
@prehgt = split(™,",$ligne);
}
if($ligne =~ /~hgt_valide =/){
$ligne =~ s/ = /,/:
@prehgt_valide = split(",",$ligne);
}
if($ligne =~ /~hgt_sequence/){
Sligne =~ s/ = /,/;
@prehgt_sequence = split(",",$ligne);
}
}
close (PREHGT) ;

print STDOUT join{("-",@prehgt) . "\n";

print STDOUT join("-",@prehgt_valide) . '"\n";

print STDOUT join("-",@prehgt_sequence) . ™\n";

open{PREHGT, ">$prehgtfile"”) || die "Impossible d'ouvrir $prehgrille™;
print STDOUT "\nnpHGT = " . S$#prehgt_valide . "\n\n";

for{my $i=1;%i< scalar{@prehgt valide);$i++){

print PREHGT S$prehgt_sequence($i] . " " . $prehgt[4*$i-3] . ™ "
$prehgt (4+$i-2) . " " . $prehgt[4*$i-1] . " " |
$prehgt {4*$i-0] . "™ " . $prehgu_valide[5i] . "\n";

}
close (PREHGT) ;

}
print STDOUT "\nComputation " . ++$nbTrees . " in progress...";
execute_hgt ("$cmd >> $log_file");
if{ ! -e Sresults){

print STDOUT "\n\nRUN_HGT : An error has occured during c ration.

Check the log file ($log_file) for more det : w

exit -1;
}
print STDOUT "formatting results...";
IE((($L == 2) && (Sviewtree eq "yes")) || (($i 1) && ($viewtree eq "yes"))){

exit_program(0Q, $return_file, "RUN_HGT : We just want to see the input trees");

open{IN, "Sresults™) ||
@hgt_tab = <IN>;
close (IN);

exit program(-1,$return file,"RUN_HGT : result flle empty") if(scalar @hgt tab == 0);

$mode = $hgt _tab(l] iflexists($hgt tabll]i));
chomp {$mode) ;

1E( (81 2) | (Sbootstrap eq "no")){
print STDOUT "done";
my S$nbHGT=0;

.’,aq
Scpt; Sk
read line(Shgt tal

= read_line(Shgt_tab(3]

my $hgt n
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ny $dest_list = read_line($hgt_tab[$j++]);
my $transfer description2 = read line($Shgt_tab[$i++]);
my $transfer_description = "From subtree ($source list) to subtree (S$dest

my $criterion_list = read_line(Shgt_tab($i++]);
my $criterion_list2 = read_line(Shgt_tab[$j++]);

$hgt_number tab{"$source_list<>$dest_list"} = $hgt number;
$hgt_description_tab{"$source list<>$dest list"} = $transfer_description;
$hgt_compteur_tab{"$source_list<>$dest_list"}
$hgt_criterion_tab{"$source_list<>$dest list"} = isty
$hgt_nbHGT_tab{"$source list<>$dest list"} =
$hgt_pos[SnbHGT++] = “"Ssource list<>Sdest list";
}
if(Smode eq 'mode=multicheck'}{
$hgt_pos2 [$nbHGT2++] = read line($hgt tabl$i++]);
}
}
else{
@tmp_tab_init = split(",", $hgt_tab[01):
Rtmp_tab = split{™ ", $hqgt_tabl$)));
$total_hgt = Stmp_tab(l];
$total trivial = $tmp_tab(2]);
if($bootstrap eq "no"){
open (OUT, ">>$outputfile”) || die "Cannot open Scutputfile™;
if($total_hgt > 0)
print_result({);
}
else{
print OUT " : no HGTs have been found !";
}
close (OUT) ;
exit_program($val retour,$return_file,"PERL : pas de bootstrap,
on traite un seul input");
%hgt_number_tab=();
%hgt_description_taob={();
%hgt_ compteur_ tab={();
$hgt_criterion_tab={();
$hgt nbHGT tab=();
@hgt_pos=(];
Ghgt_pos2=();
}
$j = (scalar @hgt_tab) + 1;
}
}
if(($1 == 2) && ($bootstrap eqg "yes") && $nbHGT == 0){
last F00;
}
}
if({$bootstrap eqg "yes") && ($1i > 2)){
print STDOUT "done™;
my $nbHGT=0;
my $nbHGT2=0;
for(my $j=2:;$i<= scalar @hgt tab;){
f(Shgt_tab[$]j] =~ /"~ [0
my $cpt = read lin gt ++]);
far (my $k=0;$k<$cpt;S$k++)(
my $hgt number = read line($hgt tab[$i++]);
my $source list = read line(S$hgt tabl$f+r+]);
my $dest list = read line($hgt tabi$i++]);
my $transfer_description2 = read line($hgt tab[$i++]);
my $transfer_description "From subtree ($source list) to subtree (S$dest
my S$criterion_list read_line($hgt_tab[$]+
if(exists s$hgt compteur fab{"$source Clistm) |
$hgt_compteur tab{"$source list<>Sdest += 1;

}

if{%mode eq 'mode=multicheck"){
S

list)™;

List) ™
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}

if($bootstrap eg '"yes"}{
open (OUT, ">>$outputfile") || die "Cannot open $outputfile”;
print_result2();
close (OUT) ;

}

exit_program($val_retour,$return_file,"PERL : fin normale du programme");

sub read_line{
my ($line) = @ ;
chomp ($1ine);
return $line;

)

sub exit_program{
my ($val, $file, $message) = @_;
open(RET,">$file") || die "Cannot open $file™;
orint RET $val;
close (RET) ;
print STDOUT "\n";
fiprint STDOUT "\nexit=>$message";
exit;

}

sub execute hgt{
my ($cmd) = @ ;
my S$retour = 0;
#print STDERR "\n$cmd";
system($cmd) ;
)

sub print_result2{
my $first=0;
foreach my $elt(@hgt_pos) {
print QUT "\n" if($first > 0);
print OUT "$elt";
printf(OUT "<>%3.11f",$hgt_compteur_tab{$elt}*100/$nbTrees, $hgt compteur rab{$elr},
$nbTrees); #= 1f($hgt_number_tab{"$elt"} !~ "Trivial®);
$first=1;
}
)

sub print_result{
my $nbHGT2=0;
ny $newGroup=0;
my $cpt=1;
my @tmp_tab = split(",",$hgt tab(0]);

print ouT L e e mme e et = = = = ===\n";
print OUT "“| Program : HGT Detection 3.2 - November, 2009 \n";
print OUT " | Authors : Alix Boc and Vladimir Makarenkov (UQAM) \n";
print OUT "| This program computes a unique scenario ¢f horizontal gene transfers 5T \n";
print OUT "| for the given pair of species and gene phylogenetic trees. \n";
p[int OUT M e e e i e i e res————c———==—==x== = = ==——r\n",
print OUT "\nSpecies tree :\n™". $trees_tab[0] . "\nGene Tree :\n" . $trees tabf(l];
OUT "\n\n========= = === o "

I "\n= Criteri

values before
"\n R
eq "yes") |

"\nRobirscn and Foulds distance [(RE)
"\nlLeast-sguares coefficlent (LS)
"\nBipartiti
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elsel
printf (OUT "\nRobinson and Foulds distance (RF) = %d",S$tmp_tab[0]);
printf (OUT "\nLeast-squares coefficient (LS) %1.3Lf",$tmp tab(l]});
printf (OUT "\nBipartition dissimilarity $1.1LE\n", $tmp_tab(2]}:

il

It

}

if ($bootstrap eqg "yes"){
printf (OUT "\n\nBootstrap values were computed with %d gene trees", $nbTrees);
}
print OUT "\n\n";
foreach my $elt( @hgt_pos){
1f((SnewGroup == 0 ) && (Smode eqg
print OUT "\n= ==
if($hgt_nbHGT tab{"Selt"} )
print OUT "\n| Iteration #$cpt : ". $hgt_nbHGT fab{"S$elt"} ." HGT was found";

'mode=multicheck’)){

}
elsel

print OUT "\n| Iteration #$cpt : ". $hgt_nbHGT tab("$elt"™} ." HGTs were found”;
}

print OUT "\n = e
print OUT "\n|
$newGroup = 1;

Scpt++;
}
elsef
if($mode eg 'mode=monocheck’) {
print OUT “\r===========- g gt s s e S e S W
}
}

print OUT “\nl ™ . $hgt_number rtab{"Seltr“);

i1f ({$bootstrap eq "ves")&&{Shgt number tab{"$elrt™} !~ "Trivial"))(
print£(OUT "(bootstrap value = %3.11F%%) ",$hgt compteur tab{$elt}*100/$nbTrees,
$hgt_compteur tab{$elt}, $nbTrees);:

}
print OUT "\n| " . $hgt description tab{
print OUT "\n| " . $hgt_criterion_ tab{"$alt"};
if($mede eq 'mode=monocheck') {
print OUT "\n=s============ ss=s====a====ss =======\n";
)
else{
print OUT "\n| ";
)

my $tmp = "HGT " . $hgt nbHGT tab{"$elt"} . " / " . $hgt nbHGT tab{"Salt"} . " *;
my $tmp2 = $tmp . " Trivial";

if(($Smode eq 'mode=multicheck') &&
(( $tmp =~ S$hgt number tab{
print QUT "\n====
print OUT “"\n|
"\n|

print OUT
print OUT
$newGroup=0;

)

print OUT "\nTotal! number of HGTs : $total hqt ";
if( $total trivial > 0}{
print OUT "(". (S$total hgt-Stotal trivia " regular + " .
Stotal trivigl . " trivial HGTs)";
}

$val retour = $total_hgt;

open (OUTWEB, ">>$outputWeb") ;
i cstrap eq "yes"){
UTWEB "\nbootHGT
my Sfirst=0;
cach my $elt( @hgt pos){

if{($bootstrap eq "yes")&& ($hgt_nu
Li($firsc=
printf
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elsef

printf (OUTWEB ", %3.01f", Shgt_compteur tab{$elt}*100/$nbTrees);
}
$first=1;

}
)
close OUTWEB;

sub print_title{
PLint STDOUT Memmmmmmm oo o s n——— e e s ==\n";
print STDOUT "| HGT-DET ECFION v.3.2 (”ovember, 2009) by Alix B ir Makarenkov 1\n";

print STDOUT "=== smms cm—mssmmsmm=s s \n";

}

sub print_minidoc{
print STDOUT "\nCheck the file $log file for the computation d
print STDOUT "\nCheck the file $outputfile for the program out o\t\n

}

sub print descrlptlon(
print STDOUT ==s===== ==== == - \n';
print STDOUT "| Program : HGT Detection 3.2 - November, 2009 i\n";
print STDOUT "| Authors : Alix Boc and Vliadimir Makarenkov (UQAM) \n";
print STDOUT "I This program computes a unique scenario of horizontal gene transfers forli\n";
print STDOUT "| the given palr of speCLes and gene phylogenetic trees. \n";
print STDOUT "= === e e \1";

}

sub print_help{
print STDOUT “"\nUsage :\nperl run hgt.pl -inputfile=iinputfilename) -
outputfile= [outpurf.!enume] -criterion={[rf|l . J
print STDOUT "-speciesroot=([midpoint|file] -generoct >
print STDOUT “-scenario=[unique|multiple] -nbhgt=[maxhgt] -path
print STDOUT "\n\nsee README.txt file for more detail.";

el|bestbipartitio

{path] -bootstrap

nolyes|™:
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C.3 Programme principal pour la détection des transferts complets

—

I — = S ——— - - cmmze=

//= HGT-DETECTION v3.2b

//= RAuthors : Alix Boc¢ and Vladimir Makarenkov

//= Date : November 2009

//=

//= Description : This program detect horizantal gene transfers (HGTs). As input it takes two
//= trees : a species tree and a gene tree. The goal is to transform the species tree

//= into the gene tree by series of SPR operations. There are 3 criteris : the Robinson and

//= Foulds distance, the least-square criterion and the blpartition dissimilarity.
//= We also use the subtree constraint.

//=

//= input : file with species tree and gene tree in the Newick {ormat.

//= In the case of simulations, the species tree and all the gene trees s
/= in the same file in the Phylip for tted as a Newick string

//= output : a list of HGT and the criteria values for each transfer.
//

//=

#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <math.h>
#include <string.h>
#include <time.h>
#include <signal.h>

#pragma warning(disable:4996)

#include "structures.h"
#include "urils_tree.cpp"
#include "fonctions.cpp"

#define binaireSpecies 0
#define binaireGene 1

vold traiterSignal {int sig){
printf ("\nMESSAGE : SEGMENTATION FAULT H#%d DETECTED",sig);
printf("\nUse valgrind or gdb to fix the problem");
SF("\n") ;

int main{int nargc,char **argv){

struct InputTree SpeciesTree; //==
struct lnputTree SpeciesTreeCurrent; /==
struct InputTree FirstTree;
struct InputTree FirstTree2;

species tree
species tree

struct InputTree GeneTree; //== gene tree

struct InputTree SpeciesTreeRed; // species tree

struct InputTree GeneTreeRed; //== reduced gene trapg

struct ReduceTrace aMap:; //== mapping structure between species tree and

reduced species tree

struct InputTree geneTreeSave;
struct HGT * bestHGTRed = N
struct HGT * bestHGT = NULL;

struct HGT * outHGT ULL;

struct HGT * bestHGTmulticheck = NULL;
int nbHGT boot;

int first = 1,k,1;

int cpt_hgt,i,], tmp,nbTree=0;

int bootstrap 0;

multigene = 0;

regula

int nbHgtFound = 0;

struct CRITERIA * multicheckTab=t L

struct A aCrit; //== struture of al

struct DescTree *DTSpecies, //== structure of or the species ftree
DTGene; //== 3 of s »r the gene tree

struct Paramefers param;
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FILE *in, *out;

int max_hgt, nbHGT;

int ktSpecies;

int trivial = 1;

int *speciesleaves = NULL;

int REref;

int imc;

char *mot = (char*)malloc(100);
int nomorehgt=0;

initInputTree (&geneTreeSave);

//== read parameters
printf ("\nhgt : reading options");

if (readParameters (&param, argv,nargc)==-1) {
printf("\nhgt : no options specified, see the README file for more details\n");
exit(-1);

}
rand_bootstrap = param.rand_bootstrap;
signal (SIGSEGVY, traiterSignal);

//== open the input file

if ({in=fopen(param.inputfile, "xr")} ==NULL) {
printf("\nhgt : The file %s does not exist",param.inputfile};
exit(-1);

}

if (strcmp{param.speciesroot,"file") == 0){
if{!file exists(param.speciesRootfilelLeaves)j|

printf ("\nhgt he file %s does not exist",param.speci leleaves);
exit(-1);
}
)
if (strcmp(param.generoot, "file") == 0){

if(!file_exists(param.geneRoctfileleaves)) |
printf("\nhgt : The file %s does not exist",param.geneRootfilelLeaves):
exit(-1);
1
}
if{(in=fopen{param.inputfile, "r"))==NULL) {
printf ("\nhgt : Cannot open input file (%s)",param.inputfile);
exit(-1);
}

//== open the bootstrapFile

if (strcmp(param.bootstrap, "yes") == 0){
bootstrap = 1;

}

if(strcmp(param.multigene, "yes") == 0){
multigene = 1;
if (strcmp(param.speciesroot, "file"))

strcpy (param.speciesroot, "midpoint");
}

remove {param.hgtResulttflile);

initInputTree (&Firstiree);
initInputTree (&SpeciesTreeCurrent);

FILE * results, *results2;

if({(results = fopen(param.results, "w+"))==NULL) {
printf("\nhgt : Cannot open input file (%s)",param.resultis};
exit (0);

)

if((results2 = fopen(param.results2,"w+")]==NL
printf("\nhgt : Cannot open input file (%s)

Lo

exit(0);

,param.results2);

58 ARBRES ===
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printf ("\nhgt : reading the input file");
tmp = readInputtile(in, param.input/*, &SpeciesTree, &GeneTree*/,param.errorfile);

if (tmp==-1) {
princf("\nCannot read input data !!\n"}:;
exit(-1);

cpt_hgt = 0O;

initInputTree(&SpeciesTree);
initTnputTree (&GeneTree) ;
initInputTree(&SpeciesTreeRed);
initInputTree(&GeneTreeRed)

//== lecture des matrices ou des chaines Newick en entréee

if (readInput (SPECIE, param. input, &éSpeciesTree; == -1){
printf("\nError in species tree\n"); exit(-1};

}

if (readInput (GENE, param.input, &§GeneTree) == -1){
printf("\nError in gene tree\n"); getchar(); exit(-1):

}

TrierMatrices(GeneTree.Input,GeneTree,Speciestame, SpeciesTree.SpeciesName, SpeciesTree.size);

NJ(SpeciesTree.Input, SpeciesTree.ADD,SpeciesTree.size);
NJ (GeneTree. Input, GeneTree .ADD, GeneTree.size);

//== Construction des differentes représentations des arbres (adjacence,arétes,longueurs,degré)
CreateSubStructures (&SpeciesTree, 1, binaireSpecies);
CreateSubStructures (&GeneTree, l,binaireGene);

//amm== s S N — R —————
//== sélection de la racine
printf ("\nhgt : adding the tree roots"):;
if(strcmp(param.load, "yes") == ) {
chargerFichier (&SpeciesTree, param.speciesTree, param.spe
chargerFichier (&4GeneTree, param.geneTree, param.geneRoot{

sRootfile);
le) ;

}

elsef
if((strcmpi(param.version, "web")==0) && (strcmp(param.printiWeb,"yes")==0}){
saveTree (param.speciesTreeWeb, SpeciesTree,bestHGT,0,cpt_hgt, "",param.scenario, NULL) ;
saveTree (param.geneTreeWeb, GeneTree, bestHGT, 0, cpt_hgt, "", param.scenario, NULL) ;
)
1f(first == 1)¢{
int nbBranche, leave;
}
if (speciesLeaves == NULL){
speciesleaves = (int*) malloc(SpeciesTree.size*sizeoaf (int));
speciesLeaves (0] = -1;
}
if (SpeciesTree.Root == -1}
addRoot (&SpeciesTree, NULL, SpeciesBranch, param.speciesroot,
param.speciesRootfile, param.speciesRootfileLleaves, NULL, param.version);
if (GeneTree.Roct == -1}
addRoot (&GeneTree, NULL, GeneBrancthi, param.generoot, param.geneRoot file,
param.geneRcotfilelraves,NULL, param.version);
if{strcmp(param.viewtree, "yes" ) ==0)
exit (0);
)
nbTree++

GeneTree.
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for{i=0;i<max_hgt;i++){
bestHGTRed{i].listSource = NULL;
bestHGTRed[i].listDestination = NULL;
bestHGT (1] .1listSource = NULL;
bestHGT[i].listDestination = NULL;

}
if(first==1 && strcmp{param.scenario,"multiple”)!=0 && strcmp(param.mode, "multicheck")
multicheckTab = (struct CRITERIA *)malloc(max_hgt*sizeof (struct CRI IA) )

if(first==1){
multicheckTab(0).m = 0;

imec=0;
}
InitCriteria(&aCrit,SpeciesTree.size);
DTSpecies = (struct DescTree*)malloc((2*SpeciesTree.size-2-SpeciesTree.kr+1)*

sizeof (struct DescTree));

RechercherBipartition(SpeciesTree.RRETE, SpeciesTree.ADD, SpeciesTree
SpeciesTree.hdjacence, DTSpecies, SpeciesTree.s

Root,
,SpeciesTree.kt);

if(first ==1}{
FirstTree.ADD=NULL;
FirstTree.ARETE=NULL;
copyInputTree (&FirstTree, SpeciesTree,1,1);
AdjustBranchlLength(&FirstTree, GeneTree,binaireSpecies, 1)
}

InitCriteria(&aCrit, SpeciesTree.size);
computeCriteria(FirstTree.RDD,GeneTree.ADD, FirstTree.size, &aCritg,
FirstTree.LONGUEUR, FirstTree.ARETE, Genelree. L.ON

_UR, GeneTree.ARETE) ;

AdjustBranchlLength (&SpeciesTree, GeneTree,binaireSpecies, 1) ;

if((bootstrap !'= 1) | (bootstrap==1 && first==1)){
fprintf(results,"%d,%1f,%1f\n",aCrit.RF,aCrit.LS,aCrit .BD);
RFref=aCrit.RF;

/ = —— o

//== Ajout de transferts avant le processus de détection

/7= e I —— i e
//printf{"\nhgt : stepbystep=%s",param.stepbystep);

//if (strcmp(param.stepbystep, "yes") == 0){

//== si le fichier prehgtfile existe,

if(file_exists(param.prehgtfile)){

LE *prehgt = fopen({param.prehgtfile,"r");

printf("\nhgt : adding pre-hgt");

int pos_source,pos_dest,step,valide,newStep=-1;

int al,a2,bl,b2;

int dedans=0,dedans2=0;

int nbHGTadd=0;

while(£fscanf (prehgt, "$d%d%d%d¥dsd", &step, &al, &a2, &bl, &b2, &valide) '= -1){
dedans=0;
SpeciesTreeCurrent .ADD=NULL;
SpeciesTreeCurrent .ARETE
copylnputTree (&SpeciesTreeCurrent, SpeciesTree, 1,1);

L

=NULL;

DTSpecies = (struct DescTree*)malloc( Tree.size-2-SpeciesTree.kt+1)*
scTree) )

ADD, SpeciersTree.R

RechercherBipartition(Speciesiree.ARE
SpeciesTree.Adjace

if (valide

int tmp=: =pl; bl=tmp;
tmp=a2; b2=tmp;
valide=1;

Lkt
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if((SpeciesTree.ARETE[2*i-1] == bl && SpeciesTree.ARETE[2*i-2] == b2)
(SpeciesTree .ARETE[2*1-2] == bl && SpeciesTree.ARETE([2*i-1] == b2)
pos_dest = i;

)

printf({"\nhgt : (branches) %d %d",pos_source,pos_dest);
if(pos_source != -1 && pos_dest != -1){
if{isAValidHGT (SpeciesTree, pos_saurce,pos_dest) == 1){
dedans=1;

if(step != newStep){
if(newStep >= 0){
imc++;
}
else|
imec=1;
}
newStep = step;
multicheckTab[0) .m ++;
multicheckTab|imc] .nbHgtFound «0;

printf("\nhgt : (branches) %d %d",pos_saurce,pos_dest);

applyHGT (NULL, &SpeciesTree, pos_source,paos_dest];

AdjustBranchlength(&SpeciesTree,GenalTres, binaireSpecies, 1) ;

computeCriteria(SpeciesTree.ADD, GeneTree.ALD, SpeciesTree.size, &aCrit,
SpeciesTree.LONGUEUR, SpeciesTree.ARETE, GeneTree. LONGUEUR, CeneTree .ARET

printf("\nhgt : %d-%d -> %d- ;481,82 b, B2Y);

printf("\nhgt : CRITERIA RF=%d,L1S=%1f,BD=%1f\n",aCrit.RF,aCrit.LS,aCrit.BD);

multicheckTab|[imc] .nbHgtFound ++;
cpt_hgt ++;
bestHGT [cpt_hgt!.source A =
bestHGT [cpt_hgt|.source B
bestHGT {cpt_hgt].dest_A = bl;
bestHGT [cpt_hgt] .dest_B = b2;
bestHGT [cpt_hgt].valide = valide;
bestHGT [cpt_hgt].crit = aCrit;
bestHGT [cpt hgtl.source = pos_source;
oestHGT [cpt_ngt].destinat! pos_dest;
bestHGT [cpt_ngt] .sequence
if(({bestHGT [cpt_hgt].source A bestHGT [cot hgt] .dest A) |
(best [cpt_hgt].source A == bestHGT[cpt hgt].dest B) |
(bestHGT [cpt_hgt] .source H Tlcpt_hgt).dest A} |
(bestHGT [cpt_hgt] .source B Tlcpt_hgt).dest Bj){
bestHGT [cpt_hgt].trivial 1;
bestHGT[cpt_hgt].valide = TRIVIAL;

}

if(valide == 3){
bestHGT[cpt_hgt].valide = valide;

}

aCrit.LS;

multicheckTab[imc].LS
multicheckTab({imc] .RF = aCrit.RF;
multicheckTab ].BD = aCrit.BD;
]
l

multicheckTab(imc].rLS =J5
multicheckTablimc].rRE = -1;
multicheckTab(ime] . rBD =1i;
findListSpecies (&bestHGT [cpt hgt|,DTSpecies, SpeciesTreeCurrent);

InitCriteria(&aCrit,SpeciesTree.size);

}

SpeciesTreeCurrent . ADD=NULL;
SpeciesTreeCurrent .ARETE=NULL;
tTree(&SpeciesTreaCurrent, Species
stBranchlLength{&SpeciesTreeCurrent
RdijustBranchlength (&SpeciesTree,GeneT

DTGene = (struct DescTree*)malloc((2

eneglree. & , Ger

ene, GeneTree.size,

,.
(o=
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DTSpecies = {struct DescTree*)malloc((2*SpeciesTree.size-2-Speciesiree.kt+1}*
sizeof (struct DescTree));
RechercherBipartition(SpeciesTree.ARETE, SpeciesTree.ADD, SpeciesTree.Root,

SpeciesTree.Adjacence, DTSpecies, SpeciesTree.size,Specieslree.kt);

printf ("\nhgt : pre-treatment process");
int tousLlesCasSontTraitees = FALSE;

int *tab_tous_les_sommets = {int*)malloc((SpeciesTree.size+l) * sizeof| ):
int *tab_sommets_selectionnes = (int*)malloc{(SpeciesTree.slze+l) * sizeof{int));
int *tab_branches = (int*)malloc( 4*{(GeneTree.size+l) * sizeof[int));

int nb_branches;
int temoin_nouveau_cas;
struct HGT aHGT;

for(i=1l;i<=SpeciesTree.size;i++) tab_tous_les_sommetsii] = 0;
tab_tous_les_sommets(0) = FALSE;

while (tousLesCasSontTraitees == FALSE) {

GeneTree.size-1);

ListeScmmets_taille_ 0(GeneTree.Input,tab tous les sor
tousLesCasSontlraitees = tab _tous les_sommet: ;

if(tousLesCasSontTraitees == FALSE) {
tab_sommets_selectionnes([0] = 0;
temoin_nouveau_cas=0;
for(i=1;i<GeneTree.size;i++){

if (tab_tous_les_sommets[i] == 1){
if (temoin_nouveau cas == 0){
temoin_nouveau cas=1;

)
tab_tous_les_sommets[i] = 2;

nes[0] + 1;
i

tab_sommets_selectionnes[0] =

}
}
if(tab_sommets_selectionnes(0] > 0){
ListesBranchesPourHGT (tab_sommets_selectionnes,GeneTree.ARETE, GeneTree.size,
DTGene, tab bre
while (findBestHGT nombreLimite (D
GeneTree, SpeciesTree, param, &aHGT) > 0){
applyHGT (SpeciesTree . ADD, &GeneTree, [
AdjustBranchLength (&GeneTree, SpeciesTree,0,1);
deleteBipartition{DTGene,GeneTree);
DTGene = (struct DescTree*)malloc{(2*GeneTree.size~2-GeneTree.kt+1l)*
sizeof (struct DescTree));
RechercherBipartition(GeneTree.ARETE, GeneTree D, GeneTree.Root,
GeneTree.Adjacence, LTGene, GeneTree.size,CaneTree. . kt) ;
ListesBranchesPourHGT (tab_sommets selectionnes,Genelree.ARETE,GeneTree.size,
DTGene, tab_branches, &nb_branches) ;

)
1
free(tab tous les_sommets);

free(tab_sommets_selectionnes);
free(tab_branches);

InitCriteria(&aCrit,SpeciesTree.size);
computeCriteria(SpeciesTree.ADD,Genelree AT, Spe
SpeciesTree .ARETE, GeneTree . LONG

e.size,&aCrit,SpeciesTree. LONGL

ReduceTree (SpeciesTree, GeneTree, &SpeciesTreeReqd, &Gene’l
binaireSpecies,binaireGene);

G RIA
RE distance
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lf(strcmp(param scenarlo,"mult ple")==0){

cpt_hgt = ElndAllHGT(SpeCLeST'eeRed GeneTreeRed, param, bestHGTRed) ;
for (i-1;i<=cpt_hgt;i++){

expandBestHGT (bestHGTRed (1], &bestHGT (1], aMap, DT

>cles, SpeciesTree);

}

SOortHGT (bestHGT, cpt_hgt, param) ;

printf("\nhgt : scenario multiple"};

if(cpt_hgt > param.nbhgt) cpt_hgt = param.nbhgt;
)

else if(strcmp(param.scenario, "unique")==0) {
printf ("\nhgt : scenario unique");
if( strcmp(param.subtree, "yes") == 0 && strcmp{param.mode, "multicheck") ) )

RECHERCHE DE TRANS:leb

printf("\nhgt : start of detectlon")-

trivial = (SpeciesTree.kt == 0)20:1;

while( findBestHGTtab (SpeciesTreeRed, GeneTreeRed, param, bestHGTRed,
&nbHgtFound, &étrivial,bootstrap) > 0){

imc++;
trivial = (SpeciesTree.kt == 0)20:1;
printf("\n\n[%d HGT%s]", nbHgtFound, (nbigtlound > 1)2"s":""});

if(first==1){(
multicheckTab[0).m ++; //= nombre d'cccurences
multicheckTab[imc) .nbHgtFound = nbHgtFound;

}

int temoin_zero=-1;
int cpt_hgt2 = cpt_hgt;
for (i=0;i<nbHgtFound;i++) {

if (bestHGTRed[i].crit.RF == 0){

temoin zero = i;

}
}
print £ ("\nHGT-DETECTION : cpt hgt= %d",cpt ngt);
for (i=0; i<nbHgtFound; i++) {

cpt_hgt++;

expandBestHGT (best HGTRed [ 1], &ébestHGT [=pt_hgt], aMap, DTSpecies, SpeciesTree) ;
bestHGT [cpt hgt].sequence imc;
bestHGT lcpt_hgt].trivial = 0;
bestHGTRed[i].listSource = NULL;
bestHGTRed[1] .listDestination
if(({temoi

r t met RF=0");
continue;
}

1{{(bestHGT [cpt hgt].source A == bestH | .dest_A) |
(bestHGT [cpt 'g" source A == bastt | .dest B)
(bestHGTIcpt hgt] e | .dest_p) |
(bestHGT [cpt _hgt hgt].dest B)){

bestHGT [cpt hgr_
bestHGT [ept_hgt]

Qe deare best
'1'.kr, el
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bestHGT [cpt_hgt].valide = 0;

printf("\nhgt : useless=> HGT #%d : [%2d--%$2d] -> [%$2d--%2d]",cpt hgt,
best HGT [cpt_hgt ] .source_A, besthl cpt_hgtl.source
bestHGT [cpt_hgt] .dest_B,bestHGT[cpt_hgt|.dest_B);

continue;
)

initInputTree(&FirstTree2);
copyInputTree (&4FirstTree2, SpeciesTree,0,0);
cpt_hgt -= nbHgtFound;
printf("\nHGT-DETECTION : cpt_hgt= %d",cpt hgt);
for (1=0; i<nbHgtFound;i++) {
cpt_hgt++;
1f(bestHGT [cpt_hgt].valide > 0){
SpeciesTree.ADD = NULL;
SpeciesTree.ARETE = NULL;
copylnputTree (&SpeciesTree, FirstTree2,0,0);

applyHGT2 (GeneTree.ADD, 4SpeciesTree, bestHGT [cpt_hgt] .source,
bestHGT|cpt_hgt|.destination);

computeCriteria{SpeciesTree.ADD, GeneTree.ADD, SpeciesTree. s
SpeciesTree.LONGUEUR, SpeciasTree.ARETE, GeneTree.LONGUEUR, GeneTree. A

bestHGT [cpt_hgt) .crit.LS = aCrit.LS;

bestHGT [cpt_hgt] .crit.RF = aCrit.RF;

bestHGT|cpt_hgt] .crit.BD = aCrit.BD;

printf("\nRF = %d | LS = %1.21f | BD = {cpt hgt].Ccrit.RF

bestHGT [cpt_hgt].crit.LS,bestHUT [cpt _hgt].crit.ub);

SpeciesTree.ADD = NULL;

SpeciesTree.ARETE = NULL;

copylInputTree (&SpeciesTree, FirstTree2,0,0);

applyHGT2 (GeneTree.ADD, &éSpeciesTree, bestHGT [cpt hgt].destinatiaon,
bestHGT [cpt_hgt].source);

=1

computeCriteria(SpeciesTree.ADD, GeneTree. &
SpeciesTree.LONGUEUR, SpeciesTree . ARE
bestHGT [cpt hgt].crit.rLS = aCr :
bestHGT [cpt_hgt] .crit.rRF aCrit .RF;
bestHGT [cpt_hgt] .crit.rBD = aCrit.BD;
printf("\nrRF = %d | rLS = %1.21f | rBD = %1.21£", best }.crit.rRF,
bestHGT [cpt_hgt].crit.rLS, bestiGT [cpt hgt].crit.rBD);

,SpeciesTree.size, &aCrit,
., GeneTree. LONGI

}

SpeciesTree.ADD = NULL;
SpeciesTree.ARETE = NULL;
copyInputTree (4SpeciesTree, FirstTree2,0,0);

cpt _hgt -= nbHgtFound;
printf ("\nHGT-DETECTION : cpt hgt= %d",cpt _hgt);
for (i=0;i<nbHgtFound; i++) {
cpt_hgt++;
if(bestHGT [cpt_hgt] .valide > 0)(
printf("\nhgt : HGT #%d : [%2d--32d) -> [(%2d--%2d]",cpt_hgt,

bestHGT [cpt_hgt] .scurce A, be

bestHGT [cpt_hgt].dest A, best

applyHGT2 (GeneTree .ADD, &SpeciesTree, bestiCT (cpt_h
bestt {¢pt hagt] .destination);

stHGT [cpt_hgt] .sou
sTlcpt_hgt] .dest_
.source,

}

computeCriteria(SpeciesTree.ADD, GeneTree . ADD,
SpeciesTree.LONGUEUR, SpeciesTree. A

sTree.size, &alrit,

GeneTree,LON K,GeneTree.AR

)

eria values after this step :");
LS = %1.21f | BD = %1.21f\n",aCrit.RF,aCrit.LS,aCrit.BD,aCrit.QD);

acrit ;

aCrit.QD;
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)
if((cpt_hgt >= param.nbhgt) || (aCrit.RF == 0)) break;

deleteBipartition(DTSpecies,SpeciesTreeCurrent);
copylInputTree (4SpeciesTreeCurrent, SpeciesTree, 1,1);

DTSpecies = (struct DescTree*)malloc((2*SpeciesTree.size-2-SpeciesTree.kt+1)*
sizeof (struct DescTree)):
RechercherBipartition(SpeciesTree.ARETE, SpeciesTree.ADD, SpeciesTree.Root,
SpeciesTree.Adjacence, DTSpecies, SpeciesTree.size, SpeciesTree.kt);
FreeMemory InputTreeReduced{&SpeciesTreeRed, Specie 2eRed.size);
FreeMemory InputTreeReduced(&GeneTreeRed, GeneTreeRed.size);
initInputTree (&SpeciesTreeRed);
initInputTree (&GeneTreeRed) ;
free(aMap.map);
free(aMap.gene);
free{aMap.species);
ReduceTree (SpeciesTree, GeneTree, &SpeciesTreeRed, &GenaTraared, &akap, U
DTGene, binaireSpecies, binair

if(strcmp(param.stepbystep, "yes") == 0) {
nomorehgt=1;
break;
}
}
free (aMap.map) ;
free (aMap.qgene);
free (aMap.species);
deleteBipartition(DTSpecies, SpeciesTreeCurrent);

int retour=0;

int cpt, nbTours, j;

printf {("\nhgt : multicheckTab[3].nbHgtFound %d", multicheckTab[3] .nbHgtk
printf ("\nhgt : Looking for idling hgt");

retour = DelateUseLessHGT (cpt_hqt, bestHGT, SpeciesTree, 'ir
printcf (" (%d)", retour);

cpt=1;

if{first==1) {
printf ("\nhgt : multicheckTab[0].m=%d : ",multicheckTablO0].m);
for(i=1;i<=multicheckTab (0] .m;i++){

nbTours multicheckTab[i] .nbHgtFound;
printf("(%d) ",nbTours);
for{j=1;j<=nbTours; ++){
printf("%d ", cpt);
if (bestHGT(cpt] .valide == 0){
multicheckTab[i].nbHgtFound --;

)

cpt++;

elsef

TOUR ==

: scénario unique - UN BA

while (findBestHGT (initial, SpeciesTreeRed, GeneTreeRed, param, &bestHGTRed[cpt_hgt+1]l) > 0){
cpt_hgt++;
expandBestHGT (bestHGTRed[cpt_hgt], &bestHGT [cpt _hgt], aMap, DTSpecies, SpeciesTree);
bestHGT [cpt hgt!.trivial = 0;
ifl(({cpt_hgt,bestHGT[cpt_hgt].source A == bestHGT[cpt hgt].dest A} ||
(cpt_hgt,bestHGT [cpt_hgt|.source A == bestHGT[cpt_hgt].dest B) ||
(cpt_hgt,bestH cpt_hgt].source B == bestHGT[cpt hgt].dest A) ||
(cpt _hgt,bestHGT [cpt hgt).source B == bestHGT[cpt hgt].dest E
trivial = 1;
.valide = TRIVIAL;

icpt hgt].dest A &&
.source A} - 3) |
I'[cpt_hgt].source A == best [cpt_hgt].dest B &&
siree.degre (bestH .source Al == 3) ||
I'lcpt_hgt].source B == bestHGT[cpt_hgt]|.dest A &&
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SpeciesTree.degre [bestHGT[cpt_hgt].source B]) == 3) ||
(bestHGT |[cpt_hgt].source_B == bestHGT[cpt_hgt].dest B &&
SpeciesTree.degre[bestHGT [cpt_hgt].source B] == 3) ){
bestHGT {cpt_hgt).valide = O;

continue;

}
bestHGTRed([1].listSource = NULL;
bestHGTRed(i].listDestination = NULL;

applyHGT (GeneTree.ADD, &SpeciesTree, bestHGT [cpt hgt].source,
bestHGT[cpt_hgt] .destination);
AdjustBranchLength (&SpeciesTree,GeneTree,0,1);

computeCriteria(SpeciesTree.ADD,GeneTree ADD, SpeciesTree.size, &aC
SpeciesTree.LONGUEUR, SpeciesTree.ARETE, GeneTree . LONG
loadCriteria(aCrit, & (bestHGT [cpt_hgt]));

‘

JR, GeneTree .ARETE) ;

if(strcmp(param.version, "consol")==0) {
print £{"\nHGT #%d %a--%d -> %3--%d",cpt _hgt,vestiGT{upt_hat].source A,
bestHGT [cpt_hgt).source B, bestHGT[cpt hgf].dest A, bestH cpt hgt].dest B);
printf("\nRF = %d, LS = %1f, BD ¥1f \n",aCrit.RF,aCrit.LS,aCrit.BD,aCrit.QD);

}
if (bestHGT [cpt_hgt].crit.RF == 0) break;
if (cpt_hgt >= param.nbhgt) break;

deleteBipartition(DTSpecies, SpeciesTreeCurrent);
copyInputTree (&SpeciesTreeCurrent, SpeciesTree,1,1);
DTSpecies = (struct Desclree*)malloc((2*SpeciesTree.si
sizeof {(struct DescTree));
RechercherBipartition{SpeciesTree.ARETE, SpeciesTree. DD, SpeciesTres.Root,
SpeciesTree.Adjacence, DTSpecies, SpeciesTree.size, SpeciesTree.kt});

-2-SpeciesTree. kt+1})*

free(aMap.map);

free (aMap.gene);

free (aMap.species);

FreeMemory InputlreeReduced(&SpeciesTreeRed, SpeciesTreaRed.size);
FreeMemory InputTreeReduced(&GeneTreeRed, GeneTreeRed.size);
initInputTree (&SpeciesTreeRed);

initInputTree (§GeneTreeRed);

ReduceTree (SpeciesTree, GeneTree, &SpeciesTreeRed, &GeneTreeRed, &aMap,
DTSpecies, DTGene, binaireSpecies, binaireGene};

}

initial=0;

while( findBestHGT(initial,SpeciesTreeRed,GeneTreeRed, param, &ébestHGTRed[cpt_hgt+1]) > 0){
cpt_hgt++;
expandBestHGT (bestHGTRed [cpt_hgt], &bestHGT (cpt_hgt], aMap, DTSpecies, SpeciesTree) ;
bestHGT[cpt hgt|.trivial = 0;

1f((cpt_hgt,bestHGT [cpt_hgtl.source A == .dest A}
(cpt_hgt,bestHGI[cpt_hgt].source A == .dest B} |
(cpt_hgt,bestHGT [cpt hgt].source B .dest A} ||
(cpt_hgt,bestHGT[cpt_hgt].source B == 1.dest Bl
bestHGT [cpt_hgt!.trivial = 1;
bestHGT [cpt_hgt].valide = TRIVIAL;

}

if ({bestHGT[cpt_hgt] .source A == bestHGT[cpt hat]. A &S
SpeciesTree.degre(best cpt_hgt].source A] == 3) |
(bestHGT[cpt_hgt].source A == bestHGT[cpt hgt].dest B &&
SpeciesTree.degre (bestHGT [cpt_hgt] .source A] == 3} ||
(bestHGT [cpt _hgt].source B bestHGT [cpt hgt].dest A &&
SpeciesTree.degre [bestiGT (cpt_hgt rce BJ 3y ||

(bestHGT !cpt_hgt].source B == bestHGT|[cpt hgt].dest B &
SpeciesTree.degre{bestHGT | cpt_hgt!| .source B] - EVERE
bestHGT [cpt_hgt].valide = 0;
if (strcmp(param.version, "consol™)==0} {
printf ("\nuseless=> HGT #%d : [%2d--%2d] -> jt
bestHGT [cpt_hgt] .so [ hgt] .scurce B,
pestHGT [opt 1€ r :

)

bestHGTRed|i].listSource

NULL;
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bestHGTRed[i] .listDestination = NULL;

applyHGT (GeneTree.ADD, &SpeciesTree, bestHGT [cpt_hgt] .source,
bestHGT [cpt_hgt] .destination};

AdjustBranchlLength (&SpeciesTree, GeneTree, 0,1);
computeCriteria(SpeciesTree.ADD,GeneTree.ADD, SpeciesTree.size, &aCrit,

SpeciesTree.LONGUEUR, SpeciesTree .ARETE, GeneTree . LONGUEUR, GeneTree .ARETE) ;
loadCriteria(aCrit, & (bestHGT(cpt hgt]));

if (strcmp(param.version, "consol"}==0) {
printf("\n #%d %d--%d -> %d--%d",cpt hgt HGT [cpt hgt|.source_ A,
bestHGT [cpt_hgt] .source_B, bestHGT [cp gtl.dest A,bestiiGl{cpt hgt].dest Bj;
printf ("\nRF = %d, LS = %1f, BD = %1f\n",aCrit .RF,alrit.LS,at

it .BD,aCric.QD) ;

}
i1f (bestHGT [cpt_hgt].crit.REF == 0) {
int retour;
dof{
retour = DeleteUseLessHGT(cpt_hgt,bestHGT, SpeciesTree, FirsiTree);
twhile{retour > 0);
break;
}
if (cpt_hgt >= param.nbhgt) break;

deleteBipartition(DTSpecies, SpeciesTreeCurrent) ;

copyInputTree(&SpeciesTreeCurrent, SpeciesTree,1l,1);

free (aMap.map) ;

free (aMap.gene);

free (aMap.species);

DTSpecies = (struct DescTree*)mzlloc((2*SpeciesTire

sizecf (struct DescTree)):

RechercherBipartition(SpeciesTree.ARETE
SpeciesTree.Adjacence, =.size, SpeciesTree.kt);

FreeMemory InputTreeReduced{&Species eRed, Sp

¢ esTreeRed.size);

FreeMemory InputTreeReduced(&GeneTreeRed,GeneTreeRed.size)

initInputTree (&SpeciesTreeRed);

initInputTree (&GeneTreeRed});

ReduceTree (SpeciesTree, GeneTree, &SpeciesTrecRed, &GeneTreeRed, &aMap,
DTSpecies, DTGene, binalreSpecies,binairetene] ;

}

free (aMap.map) ;

free (aMap.gene) ;

free (aMap.species);

deleteBipartition(DTSpecies, SpeciesTreeCurrent);

printf("\nhgt forma
outHGT = (struct HGT*]malloc{2*param.nbhgt*
nbHGT f atResult (bestHGT, cpt_hgt, outHGT,
printHGT (results, results_bouba, param.stepbyst
FirstTree, outHGT, nbHGT,NULL, param.subtree, pa

m.mode, RFref,

saveTree{param.outputWeb, FirstTree, outhGT, 1, nbHGT, param. subtree, param.scenario, NULL} ;
remove (param,noMoretigtfile) ;
ifinomorehgt == 0} {

FILE * out = fopen(param.noMoreHgtfile, "w+");

fclose (out);

eciesTreeRed, Sp
ory InputTreeReduced neTreeRed, G
Freelemory InputTree(&SpeciesTreeCurre
Tnpu ee |&Geneliree, GeneTlree.
FreeMemory Input 'ree, S

if(bootstrap !=1)

‘SekopeciesTs
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FreeMemory_InputTree(&FirstTree, FirstTree.size);
FreeCriteria(&aCrit,SpeciesTree.size);

for(i=1;i<=cpt_hgt;i++){
free (bestHGT(1).listSource);
free (bestHGT (i) .listDestination);
}
free (bestHGTRed) ;
free (bestHGT) ;

fclose (results);
printf(”\nhgt : number of HGT(s) found = %d \nhgt : end of computation,

check the file results.txt for the program output\n", T):
exit (nbHGT) ;
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C.4 Fonction permettant la détection de plusieurs transferts indépendants par

itérations

S :
//= Cette fonction détecte tous les transferts 1ndependants en
//= 1"arbre de géne.

’arbro 4’espéces modifié

Al
,1

int findBestHGTtab(struct InputTree Spec1esTree struct InpuLTree GeneTree, str:
param, struct HGT *aHGT, int *nbHgtFound,int *initial,int bootstrap) {

t Parameters

struct InputTree tmpTree;
struct InputTree tmpTree2;

int i,13,k,1, first=1,ret=0, trouve:;

int size = SpeciesTree.size;

int ktSpecies;

struct CRITERIA aCrit,aCritRef,aCritRef2,aCrit tmpTree2;
struct DescTree *DTSpecies, *DTGene;

int encore = 0;

initInputTree (&tmpTree);
initInputTree (&tmpTree2);

(*nbHgtFound) = 0:

printf ("\n\n== NEW STEP OF DETECTION == [size of the trees f{afrer
reduction)=%d]", SpeciesTree.size);

Initialisation de variables contenant les valeurs des
//= d"ferents critéres d’ optlmlsatlon

InitCriteria (&aCr'I,51ze)

InitCriteria(&aCritRef, size);

InitCriteria(&aCritRef2, size);

InitCriteria(&aCrit_tmpTree2,size);

computeCriteria(SpeciesTree.ADD, GeneTree.ADD, size, &aCrit Spe*-esFreﬂ.L JE
SpeciesTree.ARE seneTree.LO IR, Genelree.A

computeCriteria(SpeciesTree.ADD, GeneTree . ADD, size, &aCritRef, SpeciesTree.LONG
SpeciesTree.ARETE, Genel'ree. LONGUEUR, Gene

computeCriteria(SpeciesTree.ADD, GeneTree .ADD, size, &aCritRef2, SpeciesTree. LON
SpeciesTree.ARETE, GeneTree.LONGUEUR, GeneTree.

loadCriteria(aCrit, &aHGT(0])

DTGene = (struct DescTree*)malloc((2*GeneTree.size-2-GeneTree.kt+1l)*sizeof |
RechercherBipartition(GeneTree.ARETE, GeneTree.ADD, GeneTree.Root, GeneTree.
DTGene, GeneTree.size,GeneTree.kt) ;

DescTree)};
cence,

DTSpecles = (struct DescTree*)malloci (2*Speciesiree.size-2-5peciesTree.kt+1 )"
sizeof(struct Descly

RechercherBipartition(SpeciesTree.ARETE, SpeciesTree . ADD, Sper
SpeciesTree.Adjacence, DTSpecies, SpeciesT

sTree.Root,
ree.size,SpeciesTree.kt);

int flag2 = 1;
int flag3;
int initial3«1;

/ /= _
//= D
/ /== e
do{
for(i=1;i<2*size-3-SpeciesTree.kt;i++}
for(di=i+1l;j<2*size-3-SperiesTree.kt;i++){

7/ e e T -

//= Evalt > la bran la bra ncb
//

trouve=0;

if(isAvals 1 && Ll=3 )|
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copyInputTree (&tmpTree, SpeciesTree,0,0);

if (strcmp(param.subtree, "yes") == 0){
if (TestSubTreeConstraint (SpeciesTree, i,j,DTSpecies, DTGene) 0) |
continue;

tmpTree.ADD = NULL;
tmpTree.ARETE = NULL;

)

flag3=0;

if(TestSubTreeleafs(SpeciesTree, i,j,DTSpecies, DTGene) == 1)
flag3=1;

)

}

applyHGT (GeneTree .ADD, &tmpTree,i,3);

if (strcmp{param.criterion,"1ls") == 0)
AdjustBranchLength (&tmpTree, GeneTree,0,1);

computeCriteria (tmpTree.ADD, GeneTree.ADD, size, &aCrit, tmpTree. ONGIENR,
tmpTree .ARETE, GeneTree.LONGUEUR, GeneTree .ARETE) ;

first=1;

loadCriteria{aCritRef, &aHGT( (*nbHgtlFound) ) ;

if({(aCritRef.RF-aCrit.RF) == 1) && (*initial }&&
(SpeciesTree.ARETE([2*i-1] SpeciesTree.BR 253114 |
(SpeciesTree . ARETE [2*1-1] SpeciesTree .ARETE|2* -2]) |
(SpeciesTree.ARETE[2*1-2] == SpeciesTree.AR 2z I

(SpeciesTree .ARETE[2*i-2] == SpeciesTree.AR
Mo

UpdateCriterion{&first,param.criterion,aCrit, &at nd)1,1i,3,0);

aHGT [ (*nbHgtFound) ] .source_A = SpeciesTree.AR

aHGT [ (*nbHgtFound) ] .source B = SpeciesTree.ARE
= SpeciesTree.ARET

aHGT [ (*nbHgtFound) ] .dest A
aHGT [ (*nbHgtFound) | .dest B =

SpecilesTree.ARETE

f{isAVal idHGT (SpeciesTree,i,i)=

findListSpecies (&aHGT( (*nbHgtFound) ], DTSpecies, S
trouve=1;

)
else if ({*inltial==0) && ((flag3 == 1) || (initlal3 == 0) )}{

if (TestCriterionAndUpdate(&first,param.criterion,aCrit,

&aHGT [ (*nbHgtFound) | ,1,3,0,0) = 1) {
aHGT|[ (*nbHgtFound) | .source_A = SpeciesTree.ARE
aHGT[ (*nbHgtFound) | .source E = SpeciesTree.A
aHGT [ {*nbHgtFound) ] .dest A = SpeciesTree.ARE'

aHGT | {*nbHgtFound) ] .dest B = SpeciesTree.AR
findListSpecies (&aHGT[ (*nbHgtFound) ], DTSpec:
trouve=1l;

n du transfert inverse
1 && it=3 ){
copyInputTree (&tmpTree2, tmpTree,0,0);
copyInputTree (&tmpTree, SpeciesTree,0,0);

if{strcmp({param.subtree, "yes™) == 0}{

if (TestSubTreeConstraint (SpeciesTree,j,i,D1Species, DlGene) == 0) {
continue;
tmpTres.ADD NULL;
tmpfree = NULL;

)

if (TestSubTreeleafs(SpeciesTree, j,i,DTSpecies, LIGene) ==1) {
flag3=2;
)
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applyHGT (GeneTree.ADD, &tmpTree, j, i)

if (strcmp(param.criterion,"ls") == 0)
AdjustBranchLength (&tmpTree, GeneTree, 0, 1) ;
computeCriteria(tmpTree.ADD, GeneTree.ADD, size, &aCrit, tmpTrae . LONGUEUR,
tmpTree.ARETE, GeneTree.LONGUEUR, GeneTree.ARETE) ;
if (tmpTree2.ADD == NULL) {
aCrit_tmpTree2.RE = (int) INFINI;

)
elsef
computeCriteria(tmpTree.ADD, tmpTreel .ADD, size, &alrit pTree?2,
tmpTree.LONGUEUR, tmplree . .ARETE, tmpTree? . LONGUEUR, tmpiree? (ARETE) ;
}
int flag=0;
first=1;

int flag_bootstrap = 0;
if (trouve==0)
loadCriteria(aCritRef, §aHGT( (*nbHgt¥ound) |} ;

elsel
if({bootstrap == l)&&{aCrit tmpTree2.REF == 0)&&
{(aCrit.RF == aHGT [ (*nbHgtFound)].crit.RF) ){
flag_bootstrap = 1;
}
else{

aHGT| (*nbHgtFound) ] .crit.diff bd =

fabs(aCrit.BD - aHGT[ (*nbHat

Found) | .ocrit .BD);

if((flag2 == 1) && (fabs(aCrit.BD - aHGT| (- nblgttround) rif.BD) <= 1))
if{ (aHGT{ (*nbHgtFound)|.crit.RF - aCrit.RF) >= 1 j{
trouve = O;
flag = 2;
}
else{
flag = 1;
}

}

if(flag != 1){

if(({aCritRef.RF-aCrit.RF) == 1) && (*init
(SpeciesTree .ARETE(2*i-1] == Specie |
{SpeciesTree.ARETE[2*i-1] == SpeciesT |
(SpeciesTree.ARETE[2*i-2] == SpeciesTree. |
(SpeciesTree.ARETE [2*i-2] == SpeciesTree.

)R

if ((flag_bootstrap == 1) && (rand boatstrap =
UpdateCriterion(&first,param.criterion,aCrit
i, flag _bootstrap);

ARETE (2%§-1];

A = SpeciesT
- Species

aHGT { (*nbrgtFound
iHGT [ (*nbHgt Fou
alGT [ (*nbHgtFoun
findListSpecies (&u

trouve=1;
}
}
else if(((*initlal==0} && ((fla (initial3 == 0))) ||
(flag_bootstrap == 1)){
if(TestCriterionAndUpdate (&£ criterion,aCrit,
&aH¢ (*nbHgtFound) |, J,1,flag, flag_bootstrap)
aHGT [ (*nbHgtFound) ] .source A = SpeciesTree.ARETE[2*]-
aHGI' [ (*nbHgtFound) ] .source B SpeciesTree.ARETE([2%-2];
aHGT[ (*nbHEgtFound) ] .dest A SpeciesTree.ARE [
a (*nbHgtEound) ] .dest B = SpeciesTre \RETE[2*1-2];
f stSpecies(&afl 1 *ies, SpeciaesTree);
t e=1;
}
)

if ({trouve == 1){
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(*nbHgtFound) ++;

i

encore = 0;

if ((*nbHgtFound == 0) && (flag2==1)){
flag2 = 0;
encore = 1;

)

if{(*nbHgtFound == 0) && (initial3==1) && (*initial==0)
initial3 = 0;
flag2=1:

encore = 1;

if ((*nbHgtFound == 0) && {*initial==1)){
(*initial) = 0;
encore = 1;
flag2=1;

)

Jwhile(encore == 1);

deleteBipartition(DTSpecies, SpeciesTree);
deleteBipartition (DTGene, GeneTree);
FreeCriteria(&aCrit,size);
FreeCriteria(&aCritRef,size);

FreeMemory InputTree(&tmpTree, tmplree.size);

return (*nbHgtlFound);




ANNEXE D : ARTICLES PUBLIES ET SOUMIS POUR PUBLICATION DANS LE
CADRE DU PROJET DOCTORAL, SPECIFIANT LA CONTRIBUTION D’ALIX BOC

Makarenkov, V., A. Boc, C.F. Delwiche, A. B. Diallo, et H. Philippe. (2006). New efficient
algorithm for modeling partial and complete gene transfer scenarios. In Data Science and
Classification, V. Batagelj, H.-H. Bock, A. Ferligoj, et A. Ziberna (Eds.), IFCS, Studies in
Classification, Data Analysis and Knowledge Organization, Springer Verlag, pages 341-349.

Contribution de "étudiant :

- Développement du modele et de I’algorithme de détection des transferts horizontaux
de genes (transferts complet et partiel — premiere version du modéle qui a été
amélioré par la suite).

- Application de I’algorithme a I’exemple présenté.

- Premiére formulation de la contrainte de sous-arbres.

- Cetarticle a été rédigé de fagon conjointe.

Nguyen, D., A. Boc, Abdoulaye B. Diallo et V. Makarenkov. (2007). Etude de la
classification des bactériophages. Actes des 14-emes Rencontres de la Société Francophone
de Classification, ENST de Paris, France, pages 161-164.

Contribution de I’étudiant :
- Développement des algorithmes de détections de transferts de génes adaptés a cette
recherche sur I’étude de la classification des bactériophages.

Makarenkov, V., A. Boc, et Alpha B. Diallo (2007). La dissimilarité de bipartitions et son
utilisation pour détecter les transferts horizontaux de génes. Actes des 14-emes Rencontres de
la Société Francophone de Classification, ENST de Paris, France, pages 90-93.

Contribution de I’étudiant :

Définition et description de la dissimilarité de bipartitions.

Comparaison avec les autres mesures (moindres carrés, Robinson et Foulds).
Utilisation du mod¢le de contrainte de sous-arbres.

Cet article a été rédigé de facon conjointe.

Makarenkov, V., A. Boe, Alpha B. Diallo et Abdoulaye B. Diallo. (2008). Algorithms for
detecting horizontal gene transfers: Theory and practice. In Data Mining and Mathematical
Programming, P.M. Pardalos et P. Hansen (Eds.), CRM Proceedings and AMS Lecture
Notes, volume 45, pages 159-179.

Contribution de I’étudiant :

- Définition et preuve de NP-complétude du probléme de recherche des transferts
horizontaux partiels en utilisant le modéle des moindres carrés.

- Développement du modéle des transferts horizontaux partiels basé sur I’optimisation
par des moindres carrés.

- Développement d’un premier modele de validation des transferts complets par
bootstrap. Simulations effectuées pour ce dernier modéle.

- Cetarticle a été rédigé de facon conjointe.
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Boe, A., H. Philippe et V. Makarenkov. (2010a). Inferring and validating horizontal gene
transfer events using bipartition dissimilarity, Systematic Biology, volume 59, pages 195-211.

Contribution de I’étudiant :

- Formulation des Théorémes 1 et 2 (avec des preuves) relatives a la dissimilarité de
bipartitions, a la contrainte de sous-arbres et a [’algorithme de détection des transferts
de génes complets.

- Optimisation de ’algorithme de détection des transferts de génes complets (en temps
d’exécution et en précision des résultats).

- Développement d’un modéle incluant trois procédures de validation des transferts
horizontaux complets par bootstrap.

- Simulations montrant I’efficacité de I’utilisation de la contrainte de sous-arbres et de
la dissimilarité de bipartitions par rapport aux autres méthodes existantes.

- Application de cette derniére version de I’algorithme aux divers jeux de données.

- Larédaction de cet article a été faite de fagon conjointe avec mon directeur de thése.

Boc, A., A-M. Di Sciullo et V. Makarenkov. (2010b). Classification of the Indo-European
languages using a phylogenetic network approach. In Classification as a Tool for Research,
H. Locarek-Junge et C. Weihs (Eds) proceedings of IFCS 2009. Studies in Classification,
Data Analysis, and Knowledge Organization, Springer Berlin-Heidelberg-New York, pages
647-655.

Contribution de I’étudiant :
- Modélisation de I’évolution des langues Indo-Européenne prenant en compte les
emprunts de mots.
- Adaptation de I’algorithme de détection des transferts de génes complets pour ce
nouveau modele.

Makarenkov, V., A. Boc, J. Xie, P. Peres-Neto, F.-J. Lapointe P. et Legendre.
(2010). Weighted bootstrapping: a correction method for assessing the robustness of
phylogenetic trees, BMC Evolutionary Biology, volume 10:250.

Contribution de [’étudiant :
- Participation & 1’élaboration de la procédure algorithmique et a des simulations
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Abstract. In this article we describe a new method allowing one to predict and
visualize possible horizontal gene transfer events. It relies either on a metric or
topological optimization o estimate the probability of a horizontal gene transfer
between any pair of edges in a species phylogeny. Species classification will be
examined in the framework of the complete and partial gene transfer models.

1 Introduction

Species evolution has long been modeled using only phylogenetic trees, where
each species has a unique most recent ancestor and other interspecies rela-
tionships, such as those caused by horizontal gene transfers (HGT) or hy-
bridization, cannot be represented (Legendre and Makarenkov (2002)). HGT
is a direct transfer of genetic material from one lineage to another. Bacte-
ria and Archaea have sophisticated mechanisms for the acquisition of new
genes through HGT, which may have been favored by natural selection as
a more rapid mechanism of adaptation than the alteration of gene func-
tions through numerous mutations (Doolittle (1999)). Several attempts to
use network-based models to depict horizontal gene transfers can be found
(see for example: Page (1994) or Charleston (1998)). Mirkin et al (1995) put
forward a tree reconciliation method that combines different gene trees into
a unique species phylogeny. Page and Charleston (1998) described a set of
evolutionary rules that should be taken into account in HGT models. Tsirigos
and Rigoutsos (2005) introduced a novel method for identifying horizontal
transfers that relies on a gene's nucleotide composition and obviates the need
for knowledge of codon boundaries. Lake and Rivera (2004) showed that the
dynamic deletions and insertions of genes that occur during genome evolu-
tion, including those introduced by HGT, may be modeled using techniques
similar to those used to model nucleotide substitutions (e.g. general Markov
models). Moret et al (2004) presented an overview of the network modeling
in phylogenetics. In this paper we continue the work started in Makarenkov
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et al (2004), where we described an HGT detection algorithm based on the
least-squares optimization. To design a detection algorithm which is math-
ematically and biologically sound we will consider two possible approaches
allowing for complete and partial gene transfer scenarios.

2 Two different ways of transferring genes

Two HGT models are considered in this study. The first model, assumes par-
tial gene transfer. In such a model, the original species phylogeny is trans-
formed into a connected and directed network where a pair of species can
be linked by several paths (Figure 1a). The second model assumes complete
transfer; the species phylogenetic tree is gradually transformed into the gene
tree by adding to it an HGT in each step. During this transformation, only
tree structures are considered and modified (Figure 1b).

Root

Fig. 1. Two evolutionary models, assuming that either a partial (a) or complete (b)
HGT has taken place. In the first case, only a part of the gene is incorporated into
the recipient genome and the tree is transformed into a directed network, whereas
in the second, the entire donor gene is acquired by the host genome and the species
tree is transformed into a different tree.



Efficient algorithm for modeling partial and complete HGT 3
3 Complete gene transfer model

In this section we discuss the main features of the HGT detection algorithm
in the framework of the complete gene transfer model. This model assumes
that the entire transferred gene is acquired by the host (Figures 1b). If the
homologous gene was present in the host genome, the transferred gene can
supplant it. Two optimization criteria will be considered. The first of them
is the least-squares (LS) function @:

Q=3 (dli,5) - 6(,9))*, o
iy

where d(z,7) is the pairwise distance between the leaves ¢ and j in the species
phylogenetic tree T and 4(2,7) the pairwise distance between 1 and j in the
gene tree 7). The second criterion that can be useful to assess the incongru-
ence between the species and gene phylogenies is the Robinson and Foulds
(RF) topological distance (1981). When the RE distance is considered, we
can use it as an optimization criterion as follows: All possible transforma-
tions (Figure 1b) of the species tree, consisting of transferring one of its sub-
trees from one edge to another, are cvaluated in a way that the RF distance
between the transformed species tree 7' and the gene tree T\ is computed.
The subtree transfer providing the minimum of the RF distance between T’
and T is retained as a solution. Note that the problem asking to find the
minimum number of subtree transfer operations necessary to transform one
tree into another has been shown to be NP-hard but approximable to within
a factor of 3 (Hein et al (1996)).

Fig. 2. Timing constraint: the transfer between the edges (z,w) and (z,y) of the
species tree T can be allowed if and only if the cluster regrouping both affected
subtrees is present in the gene tree 7).

Several biological rules have to be considered in order to synchronize the
way of evolution within a species phylogeny (Page and Charleston (1998)).
For instance, transfers between the species of the same lineage must be pro-
hibited. In addition, our algorithm relies on the following timing constraint:
The cluster combining the subtrees rooted by the vertices y and w must be
present in the gene tree T} in order to allow an HGT between the edges
(z,w) and (z,y) of the species tree T (Figure 2). Such a constraint enables us,
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first, to arrange the topological conflicts between 7' and Ty that are duc to
the transfers between single species or their close ancestors and, second, to
identify the transfers that have occurred deeper in the phylogeny. The main
steps of the HGT detection algorithm arc the following:

Step 0. This step consists of inferring the species and gene phylogenies de-
noted respectively T and T and labeled according to the same set X of n
taxa (e.g. species). Both species and gene trees should be explicitly rooted.
If the topologies of T and T, are identical, we conclude that HGTs are not
required to explain the data. If not, either the RF difference between them
can be used as a phylogeny transformation index, or the gene tree T) can be
mapped into the species tree T fitting by least-squares the edge lengths of T
to the pairwise distances in 7} (see Makarenkov and Leclerc (1999)).

Step 1. The goal of this step is to obtain an ordered list L of all possible gene
transfer connections between pairs of edges in T. This list will comprise all
different directed connections (i.e. HGTs) between pairs of edges in T except
the connections between adjacent edges and those violating the evolutionary
constraints. Each entry of L is associated with the value of the gain in fit,
computed using either LS function or RF distance, found after the addition
of the corresponding HGT connection. The computation of the ordered list
L requires O(n*) operations for a phylogenetic trec with n leaves. The first
entry of L is then added to the species tree T.

Steps 2 ... k. In the step k, a new tree topology is examined to determine
the next transfer by computing the ordered list L of all possible HGTs. The
procedure stops when the RF distance equals 0 or the LS coefficient stops de-
creasing (ideally dropping to 0). Such a procedure requires O(kn*) operations
to add k£ HGT edges to a phylogenetic tree with n leaves.

4 Partial gene transfer model

The partial gene transfer model is more general, but also more complex and
challenging. It presumes that only a part of the transferred gene has been
acquired by the host genome through the process of homologous recombi-
nation. Mathematically, this means that the traditional species phylogenetic
tree is transformed into a directed evolutionary network (Figure 1a). Figure
3 illustrates the case where the evolutionary distance between the taxa ¢ and
j may change after the addition of the edge (b,a) representing a partial gene
transfer from b to a.

From a biological point of view, it is relevant to consider that the HGT
from b to a can affect the distance between the taxa ¢ and j if and only if a
is located on the path between i and the root of the tree; the position of j
is assumed to be fixed. Thus, in the network T (Figure 3) the evolutionary
distance dist(4,j) between the taxa ¢ and j can be computed as follows:

dist(i, j) = (1 — w)d(i, 7) + pld(i, a) + d(5,0)), (2)
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where p indicates the fraction (unknown in advance) of the gene being trans-
ferred and d is the distance between the vertices in T' before the addition of the
HGT edge (b,a). A number of biological rules, not discussed here due to the
space limitation, have to be incorporated into this model (sce Makarenkov
et al (2004) for more details). Here we describe the main features of the
network-building algorithm:

Root

i
Fig. 3. Evolutionary distance between the taxa ¢ and j can be affected by the
addition of the edge (b,a) representing a partial HGT between the edges (z,w) and
(z,y). Evolutionary distance between the taxa i; and j cannot be affected by the
addition of (b,a).
Step 0. This step corresponds to Step 0 defined for the complete gene trans-
fer model. It consists of inferring the species and gene phylogenies denoted
respectively 7 and T). Because the classical RF distance is defined only for
tree topologies, we use the LS optimization when modeling partial HGT.
Step 1. Assume that a partial HGT between the edges (z,w) and (z,y) (Fig-
ure 3) of the species tree T has taken place. The lengths of all edges in T
should be reassessed after the addition of (b,a), whereas the length of (b,a) is
assumed to be 0. To reassess the edge lengths of T', we have first to make an
assumption about the value of the parameter i (Equation 2) indicating the
gene fraction being transferred. This parameter can be estimated either by
comparing sequence data corresponding to the subtrees rooted by the ver-
tices y and w or by testing different values of . in the optimization problem.
Fixing this parameter, we reduce to a linear system the system of equations
establishing the correspondence between the experimental gene distances and
the path-length distances in the HGT network. This system having generally
more variables (i.e. edge lengths of 7'} than equations (i.e. pairwise distances
in T number of equations is always n(n-1)/2 for n taxa) can be solved by
approximation in the least-squares sense. All pairs of edges in T can be pro-
cessed in this way. The HGT connection providing the smallest value of the
LS coefficient and satisfying the evolutionary constraints will be selected for
the addition to the tree T transforming it into a phylogenetic network.
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Steps 2 ... k. In the same way, the best sccond, third and other HGT cdges
can be added to T, improving in each step the LS fit of the gene distance. The
whole procedure requires Q(kn3) operations to build a reticulated network
with £ HGT edges starting from a species phylogenetic trce with n leaves.

5 Detecting horizontal transfers of PheRS synthetase

In this section, we examine the evolution of the PheRS protein sequences for
32 species including 24 Bacteria, 6 Archaea, and 2 Eukarya (see Woese et al
(2000)). The PheRS phylogenetic tree inferred with PHYML (Guindon and
Gascuel (2003)) using G-law correction is shown in Figure 4.

E. colf ]
H. influenzae

H. pylori

R. prowazekii

P. aeruginosa

N. gonorrhoeae

I:__ Synechocystis sp.
A. aeolicus

85 P. gingivalls
;‘8? C. trachomatis
C. tepidum

20 changos

Bacteria
100 7. thermophitus
e D. radiodurans
C. acetobutylicum
M. tuberculosis
T. maritima
R. capsuiatus
E. faecalis
S. pyogenes
B. sublilis
1001 M. genltalium
J— M. pneumoniae
B. burgdorteri
T. patlidum _
100 P. horikoshii
P. aerophilum Archasa
S. solfataricus
M. jannaschii
100 S. cerevisiae
- H. sapiens :l Euarya
A. fulgidus
M. thermoautotrophicum :l Archaea

Fig. 4. Phylogenetic tree of PheRS sequences (i.e. gene tree). Protein sequences
with 171 bases were considered. Boolstrap scores above 60% are indicaled.

This tree is slightly different from the phylogeny obtained by Woese et
al (2000, Fig. 2); the biggest difference involves the presence of a new clus-
ter formed by two Eukarya (H. sapiens and S. cerevisiae) and two Archaea
(A. fulgidus and M. thermoautotrophicum). This 4-spccies cluster with a low
bootstrap support is probably due to the reconstruction artifacts. Qtherwise,
this tree shows the canonical pattern, the only exception being the spirochete
PheRSs (i.e. B. bugdorfers and T. pallidum). They are of the archaeal, not
the bacterial genre, but seem to be specifically related to P. horokoshii within
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that grouping (Figure 4). The species tree corresponding to the NCBI taxo-
nomic classification was also inferred (Figure 5, undirected lines). The com-
putation of HGTs was done in the framework of the complete gene transfer
model. The five transfers with the biggest bootstrap scores are represented.
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Fig. 5. Species phylogeny corresponding to the NCBI taxonomy for the 32 species in
Figure 4. HGTs with bootstrap scores above 60% are depicted by arrows. Numbers
on the HGT edges indicate their order of appearance in the transfer scenario.

The bootstrap scores for HGT edges were found fixing the topology of the
species tree and resampling the PheRS sequences used to obtain the gene tree.
The transfer number 1, having the biggest bootstrap support, 88%, links P.
horokoshit to the clade of spirochetes. This bootstrap score is the biggest one
that could be obtained for this HGT, taking into account the identical 88%
score of the corresponding 3-species cluster in the PheRS phylogeny (Figure
4). In total, 14 HGTs, including 5 trivial connections, were found; trivial
transfers occur between the adjacent edges. Trivial HGTs are necessary to
transform a non-binary tree into a binary one. The non-trivial HGTs with low
bootstrap score are most probably due to the tree reconstruction artifacts.
For instance, two HGT connections (not shown in Figure 5) linking the cluster
of Eukarya to the Archaea (A. fulgidus and M. thermogutotrophicum) have
a low bootstrap support {(16% and 32%, respectively). In this example, the
solution found with the RF distance was represented. The usage of the LS
function leads to the identical scenario differing from that shown in Figure 5
only by the bootstrap scores found for the HGT edges 3 to 5.

6 Conclusion

We described a new distance-based algorithm for the detection and visual-
ization of HGT events. It exploits the discrepancies between the species and
gene phylogenies either to map the gene tree into the species tree by least-
squares or to compute a topological distance between them and then estimate
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the probability of HGT between each pair of edges of the species phylogeny.
In this study we considered the complete and partial gene transfer models,
implying at each step either the transformation of a species phylogeny into
another tree or its transformation into a network structure. The examples of
the evolution of the PheRS synthetase considered in the application section
showed that the new algorithm can be uscful for predicting HGT in real data.
In the future, it would be interesting to extend and test this procedure in
the framework of the maximum likelihood and maximum parsimony models.
The program implementing the new algorithm was inchiled to the T-Rex
package (Makarenkov (2001), http://www.trex.uqam.ca).
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1. Imtroduction

L’évolution des bactériophages, qui sont des virus infectant les bactéries et les Archaea, est
complexe & cause des mécanismes d’évolution réticulée comprenant le transfert horizontal de
génes (THG) et ta recombinaison génétique. Une représentation phylogénétique sous forme de
réseau est donc nécessaire pour interpréter I'histoire d’évolution des bactériophages [9]. Par
ailleurs, la classification de ces micro-organismes présente intrinséquement d’autres difficultés
dues, d’une part, & la non-conservation de génes au cours de leur évolution, et d’autre part, a
I’hétérogénéité de leurs génomes.

Malgré leur abondance dans la biosphére [6], la classification des bactériophages n’est pas
encore complétement établie. [l y a encore beaucoup de possibilités de I’affiner. Dans cet article,
nous présentons une plate-forme d’inférence phylogénétique servant & tester les hypothéses sur
I’évolution des phages, notamment: a) la reconstruction de [’arbre phylogénétique (i.e.
classification) d’espéces de bactériophages, b) la détection et la validation des transferts
horizontaux de génes qui caractérisent leur évolution.

2. Méthodologie

Notre plate-forme d’inférence phylogénétique prend en entrée des données de séquences de
protéines et retourne en sortie un arbre phylogénétique d’espéces reflétant I’histoire d’évolution
des génomes des bactériophages ainsi que des arbres de genes (i.e. des protéines) individuels
représentant 1’évolution de chacun des génes considérés. Les différentes statistiques concernant
les transferts horizontaux de génes sont aussi rapportées (voir Figure 1). La méthodologie sous-
jacente consiste en trois étapes: préparation de données extraites de la base de données
GenBank de NCBJ, inférence des arbres d’especes et de génes, et détection des THG.

En date de juillet 2006, nous avons recensé sur le site de NCBI, tout en s’assurant de la
validité des références sur le site de ICTV (site ayant autorité officielle sur la taxonomie des
virus), 163 génomes complets de bactériophages issus de 9 familles différentes dont une avec
des annotations partielles (unclassified). Les données de séquences de protéines ont €té extraites
de la banque de données GenBank, en particulier, celles relatives aux VOG — Viral Orthologous
Groups [1]. Les VOG sont des regroupements prédéfinis de protéines classés selon la fonction
protéique a laquelle ils sont associés. Un VOG peut comprendre des séquences de plusieurs
espéces différentes. Dans cette étude, 602 regroupements de VOG ont été considérés. L’étude
phylogénétique des phages présente un défi double a cause de la grande variabilité a la fois dans
la composition génétique et dans la taille des génomes. Le premier défi découle de la grande
divergence des séquences de protéines [13]. Le second défi est dii aux tailles de génomes trés
variables, qui est d’ordre 2 de magnitude (le nombre de génes codant en protéines varie de 8 a
381), en comparaison aux procaryotes (de ~400 & ~7 000 génes) ou aux eucaryotes (de ~4 000 a
~60 000), qui sont d’ordre 1 de magnitude [9]. Bien que la meilleure fagon de normaliser les
génomes de ces micro-organismes en vue d’inférer leur histoire d’évolution reste un débat
ouvert [12], la tendance actuelle est de combiner I’étude d’évolution du contenu de génes et
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I’analyse des alignements de chacune des protéines qui se retrouvent dans les génomes de
plusieurs phages [9]. Les regroupements des protéines orthologues apportent des données
nécessaires pour résoudre la premiére partie du probléme. Reste & trouver le moyen de
normaliser correctement.

Le point de départ de notre analyse consiste a estimer les distances entre génomes complets
des espéces étudiées. Nous commencons par la construction d’une matrice binaire de présence et
d’absence de génes chez les especes €tudiées. Dans le cas des bactériophages cette matrice
comprend 163 lignes (i.e. nombre d’espéces) et 602 colonnes (i.e. nombre de regroupements
VOG) contenant des ‘1 (présence du gene dans le regroupement) et des ‘0’ (absence du géne).
Une matrice symétrique de distances inter-génomiques est ensuite calculée. Plusieurs types de
distances ont été récemment utilisés pour mesurer la distance entre les génomes : le coefficient
de corrélation standard [5], le coefficient de Jaccard [5], le coefficient de Maryland Bridge [12]
et la Moyenne Pondérée [3]. Nous avons testé ces différents coefficients. Les résultats obtenus
étaient tres semblables, compte tenu qu’il n’y ait pas d’ordre a priori dans les regroupements
VOG (les différences apparaissent seulement au niveau des décimaux).

La matrice de dissimilarité entre les espéces sert ensuite a reconstruire, via |’algorithme
Neighbor Joining (NJ) [14], ’arbre phylogénétique d’espéces. Parallelement a I’algorithme NJ
utilisant les distances inter-génomiques, ’approche d’inférence bayésienne, en utilisant le
logiciel MrBayes [7], a été examinée. L’avantage de 1’approche bayésienne est qu’elle peut
traiter directement des caractéres morphologiques ‘0’ et ‘1’ sans passer par le calcul de la
matrice de distance. Elle suppose une distribution a posteriori des topologies d’arbres et utilise
les méthodes Markov Chain Monte Carlo (MCMC), pour rechercher dans ’espace d’arbres et
inférer la distribution a posteriori des topologies.

Pour chacune des deux approches, la validation statistique des topologies d’arbres obtenues a
été effectuée. Dans le cas de |’algorithme NJ, le bootstrap a été utilisé : a) les données ont été
aléatoirement échantillonnées avec remplacements afin de créer de multiple pseudo-données a
partir des données d’origine : la matrice binaire d’espéces a été dupliquée en utilisant le
programme SeqBoot (inclus dans le package PHYLIP [4]) en 100 copies ; b) avec les copies des
matrices binaires, 100 matrices inter-génomiques ont été d’abord calculées, puis servies a
reconstruire les arbres d’espéces avec NJ ; ¢) I'arbre de consensus suivant la régle de majorité
étendue (>50%) a été généré par le logiciel Consens (inclus dans PHYLIP [4]). Dans le cas de
MrBayes, 2 millions de générations échantillonnées a toutes les 100 générations, avec 4 chaines
et 2 exécutions indépendantes ont €té générées, créant ainsi 20 000 arbres. Un arbre de
consensus a été produit a partir des 100 derniers arbres (burning=19 900) représentant 10 000
générations stationnaires. Les scores des branches représentent les probabilités a posteriori
calculées a partir du consensus. En ce qui concerne I’inférence des arbres de genes, ClustalW
[15] a été utilisé pour aligner les séquences appartenant & chacun des 602 VOG. Comme dans le
cas de I'arbre d’especes, NJ et MrBayes ont ét€ appliqués pour reconstruire les arbres de génes :
NJ utilise en entrée les matrices de distances, alors que MrBayes infere I’arbre directement a
partir des séquences alignées. Les arbres phylogénétiques d’espéces inférés par NJ et MrBayes
ont été trés semblables. Toutefois, les scores de probabilités a posteriori fournis par MrBayes
ont été généralement plus élevés (voir Figure 1) que les scores de bootstrap de NJ. Pour ces
données donc I’approche bayésienne se montre plus efficace que celle basée sur les distances.
De ce fait, I’approche bayésienne a été retenue pour la suite de nos travaux.

Finalement, la détection des THG a été effectuée, en utilisant le programme HGT Detection
du package T-Rex [10], suivant la méthode de réconciliation topologique entre I’arbre de génes
et ’arbre d’espéces [11]. HGT Detection (voir le site www.trex.ugam.ca) prend en entrée un
arbre d’espéces et un arbre de geénes pour le méme ensemble especes. Les THG sont ainsi
calculés, en indiquant en sortie I’origine et la destination pour chacun des transferts inférés.
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Figure 1 : Arbre phylogénétique d’espéces inféré par MrBayes [7) ; 12 des 22 groupes (représentés par des
cercles) identifiés correspondent aux taxonomies de NCBI/ICTV. Pour chaque groupe, 1 (/n) signifie le
nombre de THG entrant dans le groupe, O (Out) le nombre de THG sortant du groupe et W (Within) le
nombre de THG a intérieur de ce groupe.

3. Résultats et discussion

Figure 1 montre I’arbre phylogénétique de bactériophages ainsi que les différentes
statistiques obtenues. De maniere générale, I’arbre phylogénétique d’espéces, montrant un effet
de chaine, incorpore un grand nombre de signaux phylogénétiques capturés: au total, 122
phages, c-a-d 75% des génomes étudiés, ont été classés dans 22 groupes avec des scores de
probabilités a posteriori supérieur & 55%. Ces groupes robustes contiennent entre 3 et 10
phages, avec une taille moyenne de clades de 6 espéces. Plusieurs familles d’espéces, 12 sur 22
groupes, référencées par NCBI/ICTV ont été retrouvées par notre analyse : Siphoviridae
(groupes 1, 2, 6, 8,9, 10, 13, 22), Podoviridae (groupes 14, 20, 21) et Myoviridae (groupe 4).

Au niveau des transferts, nous avons calculé les statistiques globales des THG intra (Within)
et inter (/n/Out) groupes. Plusieurs points sont remarquables : a) les groupes 2 a 6, 12 a 16, 18,
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21 et 22 ont le nombre de transferts intra-groupes supérieur a ceux d’inter-groupes, alors que le
reste des groupes a une tendance inverse, a [’exception cependant du groupe 11 qui ne donne ni
recoit de transferts, et des groupes 9 et 10 qui n’ont pas de transferts intra-groupes; b) les
groupes 1,2, 5,7, 12, 13, 15, 17 et 22 en donnent plus qu’ils en regoivent, et inversement pour
le reste; ¢) les groupes qui en donnent beaucoup plus que la moyenne (informations non
représentées sur la figure) sont les suivants : le groupe 1 au groupe 8 (23 transferts), le groupe
17 au groupe 20 (17 transferts) et le groupe 20 au groupe 17 (11 transferts). Les transferts entre
les espéces hors groupes n’ont pas €té comptabilisés dans cette étude.

Dans le futur proche, nous proposons de compléter cette analyse de I’évolution des
bactériophages par une étape supplémentaire. Cette étape consistera a reconstruire les séquences
de genes ancestraux, en utilisant la méthode exposée dans [2], pour chacun des 602 VOG. Cette
analyse permettra de déterminer le début de I’histoire évolutive de la fonction protéique associée
au VOG en question. Une bonne reconstruction de la séquence protéique ancestrale peut nous
aider dans différentes études telles que I’adaptation, le changement de comportement, la
divergence fonctionnelle, etc. [8].
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1 Introduction

Le transfert horizontal de génes (THG) est un transfert direct du matériel génétique d’une lignée d’un
arbre phylogénétique (i.e. arbre additif ou X-arbre [1]) & une autre. Les bactéries et les archéobactéries
possedent des mécanismes sophistiqués qui leur permettent d’acquérir les nouveaux génes au moyen
d’un transfert horizontal. Les trois principaux mécanismes permettant aux espéces de s’échanger des
génes sont la transformation, consistant en I’acquisition de I’ADN directement de |’environnement, la
conjugaison, impliquant des plasmides et transposons conjugaux, et la transduction, consistant en des
transferts horizontaux par phage [3].

[l existe trois approches pour identifier les génes qui ont subis des transferts horizontaux. La
premiére consiste 4 examiner le génome de I’espéce hdte pour voir s’il contient des génes ayant le
contenu en GC ou des motifs de codon atypiques [7]. La deuxiéme approche consiste a vérifier si le
géne étudié, ou sa partie, est présent dans un organisme et absent dans tous les organismes proches.
Dans ce cas, il est beaucoup plus probable que ce géne a été introduit dans cet organisme par le THG
plutdt que perdu par tous les autres organismes. La troisiéme approche procéde par une comparaison
d’un arbre phylogénétique inféré & la base des caractéristiques morphologiques ou a partir d’un géne qui
est supposée étre résistant aux transferts horizontaux (e.g. souvent on considére 16S rARN ou 23S
rARN) et d’un arbre phylogénétique obtenu & partir de la séquence du géne étudié. Le conflit
topologique entre ces deux arbres, qui sont appelés respectivement arbre d’espéces et arbre de géne,
pourrait étre expliqué par les transferts horizontaux. Plusieurs algorithmes permettant d’exploiter Jes
différences topologiques entre les arbres d’espéces et de géne ont été proposés. Mentionnons ici
I’algorithme de détection des THG de Hallett et Lagergren [4] qui inscrit des arbres de géne dans un
arbre d’espéces et 1'algorithme permettant d’identifier simultanément des duplications de génes, des
pertes de génes, ainsi que des transferts horizontaux de Mirkin et al. [10]. L’article de Moret et al. [11]
fait un survol des méthodes utilisées pour détecter des THG de méme que d’autres phénomeénes
d’évolution réticulée. Dans cet article nous décrivons un algorithme polynomial permettant de détecter
des THG en utilisant 3 critéres d’optimisation différents : les moindres-carrés (MC), la distance
topologique de Robinson et Foulds (RF), et la dissimilarité de bipartition. Notons que I’algorithme basé
sur les critéres MC et RF est celui introduit dans Iarticle de Makarenkov et al. [9]. La dissimilarité de
bipartition sera définie et certaines de ses propriétés seront introduites dans la section suivante.
Finalement, les résultats des simulations Monte Carlo effectuées pour comparer les trois critéres
d’optimisation seront présentés et discutés.

2 Dissimilarité de bipartition et stratégies pour la détection des transferts horizontaux
2.1 Dissimilarité de bipartition et autres criteres d’optimisation

L’algorithme de détection des THG présenté en détail dans [9] procéde par une réconciliation
progressive des arbres d’espéces et de géne définis sur le méme ensemble de feuilles représentant les
especes étudiées. Ces arbres sont notés T et 7', respectivement. Sans perte de généralité nous supposons
que les deux arbres sont binaires. A chaque pas de algorithme toutes les paires d’arétes dans T sont
testées pour vérifier I’hypothése qu’un transfert horizontal a eu lieu entre elles. Plus précisément, nous
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recherchons le nombre minimum de déplacements de sous-arbres de I'arbre 7 permettant de le
transformer en arbre 7°. Evidemment, plusieurs régles d’évolution doivent étre incorporées dans le
modele pour le rendre plausible du point de vue biologique. Par exemple, les transferts entre les arétes
appartenant 4 la méme lignée doivent étre interdits (voir [8] ou [12] pour plus de détails sur les régles
biologiques). Remarquons que le probléme de recherche du nombre minimum d’opérations de transferts
des sous-arbres nécessaire pour transformer un arbre en un autre a été montré NP-complet (i.e. Sub-tree
transfer problem, Hein et al. [5]).

Dans ce papier nous présentons 3 critéres d’optimisation qui peuvent étre incorporés dans un
algorithme de détection des THG présenté dans le paragraphe suivant. Le premier critere est celui des
moindres carrés Q :

0= TX(d(i,))~ 80, /) e
tJ

ou d(iy) est la distance d’arbre mesurée entre les feuilles / et j dans I’arbre d’espéces T (ou dans Iarbre
7| obtenu aprés le premier transfert de sous-arbre dans 7) et d(i,) est la distance d’arbre entre les
feuilles i et j dans I’arbre de géne 7. Le deuxiéme critére qui pourrait étre utilisé pour estimer la
différence entre |’arbre d’espéces et celui de géne est la distance topologique de Robinson et Foulds
(RF) [13]. Cette distance est égale au nombre d’opérations élémentaires, consistant en la division et la
fusion des nceuds, qui sont nécessaires pour transformer un arbre en un autre. Cette distance est aussi
égale au nombre de bipartitions, Buneman [2], qui sont présentes dans un arbre et absentes dans ’autre.

Le troisiéme critére d’optimisation est la dissimilarité de bipartition que nous introduisons ici. Soient
Tet T’ les arbres phylogénétiques binaires sur le méme ensemble d’éléments (i.e. feuilles). Soit BT la
matrice de bipartition correspondant aux arétes internes de T et BT’ la matrice de bipartition de
correspondant aux arétes internes de 7. La dissimilarité de bipartition, bd, entre BT et BT’ est définie
comme sult :

bd=( Y Min(Min(d(a,b),d(a,b))+ ¥ Min (Min(d(b,a);d(b,a)))/2 (2)
ae BT beBT” bepr aeBT

ol d(a,b) est la distance de Hamming entre les vecteurs de bipartition a et b, et @ et b sont les
compléments de a et de b, respectivement. Une telle mesure pourrait étre vue comme une généralisation
de la métrique de Robinson et Foulds qui prend en considération seulement des bipartitions identiques.

1 T 4 6 4 T 3 2
a b [ e f g

5 2 3 6 1 5
a01|1012><2011010f
bjoo1 10 1|1 1101001 0l g
00100 o 20001 01]e

Fig. 1. Les arbres T et 7” 4 6 feuilles et leur tables de bipartition. Chaque ligne des tables de bipartition correspond
a une aréte interne. Les fléches indiquent les associations entre les bipartitions dans les deux tables. La valeur en
gras a coté de chaque bipartition est la distance de Hamming associée.

Par exemple, la dissimilarité de bipartition bd entre les arbres T et 77 a 6 feuilles montrés sur la
Figure 1 est calculée comme suit : bd(T,7')= ((2 + 1+ 2) +(2 + 1 + 1))/2 = 4,5. Ici, le minimum de la
distance de Hamming entre la bipartition associée 4 I’aréte a et tous les vecteurs de bipartition dans BT’
est 2 (la distance entre a et e ou entre a et g; seulement I’association entre a et e est présentée sur

Figure 1). Pour la bipartition associée & {’aréte b, cette distance est 1 (Ja distance entre b et ¢), et pour la
bipartition associée a ’aréte ¢, cette distance est 2 (la distance entre ¢ et e). De la méme fagon, la
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distance de Hamming minimale entre la bipartition associée a fet toutes les bipartitions dans BT est 2
(voir la bipartition associée a b), pour la bipartition associée a g cette distance est 1 (voir la bipartition

associée & b) et pour la bipartition associée a e, elle est aussi | (voir la bipartition associée a b).

Cet exemple montre que différents vecteurs de bipartition d’une table de bipartition peuvent étre
associés au méme vecteur de bipartition de I'autre table, e. g. e et g sont associés a b, ainsi que b et ¢
sont associés a e (Figure 1). De plus, une dissimilarité de bipartition n’est pas toujours une métrique. En
commengant par des arbres a 5 feuilles nous pouvons exhiber 3 topologies d’arbre pour lesquelles
I'inégalité triangulaire n’est pas satisfaite. Une condition suffisante, mais pas nécessaire, pour assurer
qu’une dissimilarité de bipartition bd est une métrique est la suivante (ici, le symbole — désigne
I’opération d’association):

Proposition 1. Soient Ty, T, et T; des arbres phylogénétiques ayant le méme nombre d’arétes internes
et le méme ensemble des feuilles. Alors, bd(T\, Ty) < bd(T\, T5) + bd(T,, T5) si les conditions suivantes
sont satisfailes:

1. Pour chaque paire de bipartitions a et b de 2 arbres différents: a — b signifie que b — a.
2. Pour chaque triplet de bipartitions ac T, be Ty, ceTs:a — b et b — ¢ signifie que a — c.

Proposition 2. La valeur d’une dissimilarité de bipartition entre deux arbres phylogénétiques ayant le
méme ensemble de n feuilles se trouve dans l'intervalle entre 0 et n(n=3)/2, si n est paire, et entre 0 et
(n—1)(n—=3)/2, si n est impaire.

2.2 Algorithme pour prédire les transferts horizontaux de génes

Pas préliminaire

Inférer les arbres phylogénétiques d’espéces et de géne, notés respectivement 7 et 7. Les feuilles de 7 et
T’ sont étiquetées par le méme ensemble de » éléments (i.e. d’espéces). Les deux arbres doivent étre
enracinés. S’il existe dans T et 7 des sous-arbres identiques ayant au moins 2 feuilles, réduire la taille du
probléme en remplagant dans 7 et 7’ les sous-arbres identiques par les mémes éléments auxiliaires.

Pas1 .. k

Tester tous les THG possibles entre les paires d’arétes dans ’arbre 7i., (Ti.) = T au Pas 1) a Iexception
des transferts entre les arétes adjacentes et ceux qui violent les contraintes d’évolution (voir [8] ou [12]
pour plus de détails). Choisir en tant que THG optimal, le déplacement d’un sous-arbre dans 7;.; qui
minimise la valeur du critére d’optimisation sélectionné entre I’arbre obtenu aprés le déplacement de ce
sous-arbre et de son greffage sur une nouvelle aréte, i.e. arbre T, et I’arbre de géne 7. Les critéres
d’optimisation suivants ont été testés : (1) les moindres carrés (MC), (2) la distance topologique de
Robinson et Foulds (RF) et (3) la dissimilarité¢ de bipartition (DB). Réduire ensuite la taille du probleme
en remplagant des sous-arbres identiques ayant au moins 2 feuilles dans I’arbre d’espéces transformé 7, et
I’arbre de géne 7. Dans la liste des THG retrouvés rechercher et éliminer les THG inutiles en utilisant
une procédure de programmation dynamique de parcours en arriere. Un transfert inutile est celul dont
I’élimination ne change pas la topologie de ’arbre 7;.

Conditions d’arrét et complexité algorithmique

L’algorithme s’arréte quand le coefficient RF, LS ou BD devient égale & 0 ou quand aucun autre
déplacement de sous-arbres n’est possible suite a des contraintes biologiques. Théoriquement, une telle
procédure requitre O(kn*) d’opérations pour prédire & transferts dans un arbre phylogénétique a » feuilles.
Cependant, due & des réductions inévitables des arbres d’espéces et de géne, la complexité pratique de cet
algorithme heuristique est plutdt O(kn’).

3 Comparaison des trois critéres d’optimisation

Cette section présente les performances des 3 stratégies d’optimisation décrites ci-dessus qui peuvent
étre utilisées pour prédire les transferts horizontaux. Nous montrons ici seulement une partie des
résultats obtenus dans nos simulations Monte Carlo. Nous avons généré 100 topologies aléatoires
différentes des arbres d’espéces ayant 10, 20, ...et 100 feuilles, respectivement. Chaque topologie a été
obtenue en utilisant la procédure de génération d’arbres proposée par Kuhner et Felsenstein [6]. Pour
chaque arbre d’espéces, nous avons généré des arbres de gene correspondant aux différents nombres de
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transferts tout en respectant les contraintes d’évolution. Le nombre exact de transferts variait de 1 a 10
pour chaque arbre de géne. Nous avons testé les 3 stratégies d’optimisation, MC, RF et DB, présentées
dans la section précédente pour mesurer le taux de détection des transferts générés (i.e. Detection rate
sur la Figure 2a) et le pourcentage des cas quand le nombre exact des transferts générés a été retrouvé
(Same number of HGTs sur la Figure 2b). Remarquons qu’un transfert correct est celui dont
I’emplacement et la direction exacts ont été retrouvés. Pour les deux critéres considérés (Figure 2a et b),
la stratégie algorithmique basée sur la dissimilarité de bipartition était plus performante que les
stratégies basées sur les moindres carrés et la métrique de Robinson et Foulds. Les deux derniéres
stratégies avaient les tendances similaires, mais celle basée sur la distance RF a toujours fourni des
meilleurs résultats que celle basée sur les moindres carrés.
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Fig. 2. Pourcentage des cas quand I’algorithme prédit : (a) les transferts corrects ; (b) le nombre exact des transferts
- versus le nombre de transferts. Pour chaque point du graphique la moyenne des résultats obtenus pour 100 arbres
a 10, 20, ... et 100 feuilles est montrée. Les 3 stratégies comparées sont - la dissimilarité de bipartition (A), la
distance de Robinson et Foulds (o) et les moindres carrés (x).
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Abstract. We describe two methods for detecting horizontal gene transfers in the
framework of the complete and partial gene transfer models. In case of a complete gene
transfer model a new fast backward selection algorithm for predicting horizontal gene
transfer events is presented. The latter algorithm can rely either on the metric or on the
topological optimization to identify horizontal gene transfers between branches of a
given species phylogeny. In case of the topological optimization, we use the well-
known Robison and Foulds (RF) topological distance, whereas in case of the metric
optimization, the least-squares (LS) criterion is considered. We also formulate and
prove the NP-hardness of the partial gene transfer problem. Second, an efficient algo-
rithm for predicting partial transfers, using the Gauss and Seidel optimization, is dis-
cussed. We also show how to assess the reliability of a specific gene transfer or a whole
gene transfer scenario. In the application section, we apply the new algorithm to detect
possible gene transfers occurred during the evolution of the gene rpl/2e.
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INTRODUCTION

Horizontal gene transfer (HGT) is a direct transfer of genetic material from one lineage
to another. The understanding that horizontal gene transfer might have played a key role
in biological evolution is one of the most fundamental changes in our perception of gen-
eral aspects of molecular biology in recent years (Doolittle 1999, Legendre 2000, Leg-
endre and Makarenkov 2002). Bacteria and Archaea have sophisticated mechanisms for
the acquisition of new genes through HGT which may have been favored by natural
selection as a more rapid mechanism of adaptation than the alteration of gene functions
through numerous point mutations. If the donor DNA and the recipient chromosome
display some homologous sequences, the donor sequences can be stably incorporated
into the recipient chromosome by homologous recombination. The three main mecha-
nisms of HGT are the following: transformation, consisting of uptake of naked DNA
from the environment; conjugation, which is mediated by conjugal plasmids or conjugal
transposons; and transduction, consisting of DNA transfer by phage. These transferring
mechanjsms can introduce sequences of DNA that display little similarity with the re-
maining DNA of the recipient cell (Doolittle 1999).

There are a few ways to identify the genes that have been transferred horizontally.
First, sequence analysis of the host genome may reveal areas with GC content or codon
usage patterns atypical to it (Lawrence and Ochman 1997). Second, if a sequence is
found in only one organism and is absent from al] other closely related organisms, it is
more likely that it has been introduced horizontally into this organism rather than de-
leted from all the others. Third, the comparison of a morphology-based species tree or a
molecular tree based on a molecule that is assumed to be refractory to horizontal gene
transfer (e.g. 16S rRNA or 23S rRNA) against a phylogeny of an observed gene may
reveal topological conflicts which can be explained by horizontal transfers.

Several attempts to use network-based models to depict horizontal gene transfers can
be found (see for example: von Haeseler and Churchill 1993, Page 1994, Charleston
1998, Hallett and Lagergren 2001, or Hallett et al. 2004). A model of horizontal gene
transfer that maps gene phylogenies into a species tree has been introduced by Hallett
and Lagergren 2001. Mirkin et al. (2003) and Hallett et al. (2004) have developed algo-
rithms allowing for simultaneous identification of gene duplications, gene losses, and
horizontal gene transfers. The papers by Moret et al. (2004) and Nakhleh et al. (2005)
give an overview of the network modeling in phylogenetics. In a recent paper published
in the SFC2004 proceedings, Mirkin (2004) considered some approaches for biologi-
cally meaningful mapping of data of individual gene families into an evolutionary spe-
cies tree. One approach first produces a gene tree, then maps it into the species tree,
whereas the other approach first takes the gene phyletic profile, maps it into the species
tree and then tunes it into a directed scenario based on the similarity data.

In this article we continue the work started in Boc and Makarenkov (2003), where we
described a HGT model based on least-squares, and in Makarenkov et al. (2006), where
we showed the difference between complete and partial gene transfer models. First, we
describe a polynomial-time HGT algorithm for the detection of complete transfers and
test it with respect to the two optimization criteria: Least-squares (LS) and Robinson
and Foulds (RF) topological distance. We also suggest how to assess the reliability of
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horizontal gene transfers identified by our algorithm. In the application section, we
show how the new algorithm predicts transfers of the gene rpl//2e for the group of 14
Archaca organisms which were originally examined in Matte-Taillez et al. (2002).

ALGORITHMS FOR PREDICTING HORIZONTAL GENE TRANSFERS
2.1 Basic definitions

We start this section with some basic definitions about phylogenetic trees and tree met-
rics, generally following the terminology of Barthélemy and Guénoche (1988, 1991).
The distance &x y) between two vertices x and y in a phylogenetic (i.e. additive) tree 7
is defined as the sum of the edge lengths in the unique path linking x and y in 7. Such a
path is denoted (x,y). A leaf'is a vertex of degree one.

Definition 1
Let X be a finite set of n taxa. A dissimilarity d on X is a non-negative function on (XxX)
such that for any x, y from X:

(1) d(x,y) =d(y,x), and
(2) dix,y)=d(y.x)z d(xx)=0.

Definition 2
A dissimilarity  on X satisfies the four-point condition if for any x, y, z, and w from X:

d(x,y) + d(z,w) < Max { d(x,2) + d(y,w); d(x,w) + d(y,2) }.

Definition 3

For a finite set X, a phylogenetic tree (i.e. an additive tree or a X-tree) is an ordered pair
(T, o) consisting of a tree T, with vertex set V, and a map ¢: X—V with the property that,
for all x € X with degree at most two, x € ¢(X). A phylogenetic tree is binary if ¢ is a
bijection from X into the leaf set of T"and every interior vertex has degree three.

The main theorem relating the four-point condition and dissimilarity representability by
a phylogenetic tree (i.e., phylogeny) is as follows:

Theorem 1 (Zarestskii, Buneman, Patrinos & Hakimi, Dobson)

Any dissimilarity satisfying the four-point condition can be represented by a phyloge-
netic tree such that for any x, y from X, d(x,y) is equal to the length of the path linking
the leaves x and y in 7. This dissimilarity is called a tree metric. Furthermore, this tree is
unique.

Here is an example of a tree metric on the set X of 5 taxa and the associated phyloge-
netic tree.

X2 X3 x4 X5 x1 X2
x1|6 6 4 2 \ 2 2 ]
x2 2 4 6

[ 1 1\
x3 4 6 x5 x3
x4 4 x4
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2.2 Optimization criteria

Here we present a fast greedy algorithm for predicting complete horizontal gene trans-
fers. The algorithm for identifying HGTs proceeds by a progressive reconciliation of the
given species and gene phylogenetic trees, denoted 7 and 7~ respectively. Usually, the
species tree 7 is inferred from the genes that are refractory to horizontal gene transfer
and genetic recombination (e.g., 16sRNA sequences). This tree represents the direct or
tree-like evolution. The gene tree T~ represents the evolution of a given gene which is
supposed to undergo horizontal transfers.

At each step of the algorithm, all pairs of branches in T are tested against the hy-
pothesis that a horizontal gene transfer has occurred between them. The considered
HGT model assumes that the transferred gene supplants the entire homologous gene of
the host or that the homologous gene is simply absent at the host genome. In such a
model, the original species phylogenetic tree T is gradually transformed into the gene
phylogenetic tree 7~ through a series of subtree moves (i.e., gene transfers or HGTs).
The topology of the gene tree T is kept fixed. The goal is to find the minimum possible
sequence of trees 7, T, T, ..., T~ that transforms 7 into 7'. Obviously, a number of
necessary biological rules should be taken into account. For instance, the transfers
within the same lineage as well as some double-crossing transfers should be prohibited
(for more detail, see Maddison 1997, Page and Charleston 1998, or Hallett and Lager-
gren 2001).

We consider two optimization criteria which can be used at each algorithmic step to
select the best HGT. The first optimization criterion that we consider is the least-
squares (LS) function Q. 1t is computed as follows:

0=%3(d(i, /)~ 6 )Y ()
i

where d(i,j) is the pairwise distance between the leaves / and J in the species tree T (or
in the tree 7) obtained from 7 after the first subtree move) and &(ij) the pairwise dis-
tance between i and ; in the gene tree 7. The second criterion that can be useful for
assessing discrepancy between the species and gene phylogenies is the Robinson and
Foulds (RF) topological distance. The RF metric (Robinson and Foulds 1981) is an
important and frequently used tool to compare the topologies of phylogenetic trees. This
distance is equal to the minimum number of elementary operations, consisting of merg-
ing and splitting nodes, necessary to transform one tree into the other. This distance is
also the number of bipartitions or Buneman's splits belonging to e¢xactly one of the two
trees. When the RF distance is considered, we can use it as an optimization criterion as
follows: all possible transformations of the species tree, consisting of transferring one of
its subtrees from one branch to another, are evaluated in a way that the RF distance be-
tween the transformed species tree 7, and the gene tree 7' is computed. The subtree
transfer providing the minimum of the RF distance between 7, and T~ is retained. Note
that the problem asking to find the minimum number of subtree transfer operations nec-
essary to transform one tree into another (i.e. also known as Subtree Transfer Problem)
has been shown fo be NP-hard (Hein et al. 1996).



2.3 Greedy backward algorithm for predicting complete horizontal gene transfers

In this section we discuss the main features of our algorithm based on the backward
selection of horizontal gene transfers. Consider a gene transfer in the species tree T go-
ing from b to a and transforming it into the tree 7 (Figure 1). The following timing
constraint is considered (see also Makarenkov et al. 2006): to allow the transfer be-
tween the branches (z,w) and (x,y) of the species tree 7, the cluster combining the sub-
trees rooted by the vertices y and w must be present in the gene tree 7. Such a con-
straint enables us, first, to arrange the topological conflicts between T and T~ that are
due to the transfers between single species or their close ancestors and, second, to iden-
tify the transfers that have occurred deeper in the phylogeny (i.e., closer to the tree
root). The usage of this constraint allows the method to follow the order that is opposite
to the order of evolution and infer first the most recent HGTs which are easier to detect.

Proposition 1. f all bipartitions corresponding to the branches of the path (x,z) in the
transformed species tree Ty (Figure 1) can be found in the bipartition table of the gene
tree T', then the transfer from b to a, transforming the species tree T into T\, is a part of
a minimum cost HGT scenario transforming T into T,

This Proposition can be easily proved by induction on the number of branches of the
path (x,2).

Figure 1. Subtree constraint: the transfer between the branches (z,w) and (x,)) of the species tree
T can be allowed if and only if the cluster regrouping both affected subtrees is present in the gene
tree; here, a single branch is depicted by a plane line and a path is depicted by a wavy line.

The main steps of the HGT detection algorithm are the following:

Preliminary Step

Infer species and gene phylogenies, denoted respectively 7 and 7', whose leaves are la-
beled by the same set of » taxa (i.e.,species). Both species and gene trees must be rooted.
If there exist identical subtrees with two or more leaves belonging to both 7 and 77, re-
duce the size of the problem by replacing these subtrees with the same auxiliary taxa in
both Tand 7.

Steps1 ... k

Test all possible HGTs between pairs of branches in 7., (Tx.) = T at Step 1) except the
transfers between adjacent branches and those violating the evolutionary and subtree con-
straints. If no such a transfer exists, relax the subtree constraint. In our simulations de-
scribed in the section Simulation study, this relaxation was necessary on average in 1.2%
of cases. Search for the transfers satisfying the conditions of Proposition 1. If no such
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transfers exist, choose the best HGT with respect to the selected optimization criterion
that can be in our case: the least-squares (LS) or the Robinson and Foulds (RF) metric.
Reduce the size of the problem by contracting the newly-formed subtree in the trans-
formed species tree Ty and the gene tree 7. In the list of the obtained HGTs, search for
and eliminate the idle transfers using a backward procedure. An idle transfer is the trans-
fer whose removal does not change the topology of the tree 7.

Stopping condition and time complexity

The procedure stops when the LS or RF coefficient equals 0. Such a computation requires
O(kn") time to generate k transfers in a phylogenetic tree with » leaves. However, because
of the progressive size reduction of the species and gene trees, the practical time com-
plexity of this algorithm is rather Okn?).

Proposition 2. [f the subtree constraint is not relaxed, the HGT detection algorithm re-
quires at most n=3 steps to transform a binary species tree with n leaves into a binary
gene tree with the same set of n leaves.

The proof of this Proposition is based on the fact that the maximum value of the RF dis-
tance between two binary trees with » leaves is 2n—6 and that each subtree transfer satis-
fying the subtree constraint decreases the value of the RF distance by at least 2.

2.4, Partial gene transfer model

The partial gene transfer model is more general, but also more complex and chal-
lenging. It presumes that only a part of the transferred gene has been acquired by the
host species through the process of homologous recombination (Makarenkov et al.
2006). This means that the traditional species phylogenetic tree is transformed into a
directed phylogenetic network (i.e. a directed connected graph). For example, Denamur
et al. (2000) proposed a method to identify gene segments being transferred horizon-
tally. This method was applied to detect partial HGTs of the mutU and mutS genes
within E. coli evolutionary trees. Because many analyses are now directed at under-
standing the evolution of complete genomes, the partial gene transfer model could be
also useful if one wanted to model the transfer of a portion of a genome.

In a phylogenetic tree, there is always a unique path connecting a pair of nodes. Add-
ing to it a HGT branch creates an extra path between certain nodes. Figure 2 illustrates
the case where the evolutionary distance between the taxa i and j can be affected by the
addition of the HGT branch (b,a) representing partial gene transfer from b to a. It is
relevant to assume that the HGT from b to a can affect the evolutionary distance be-
tween the taxa i and j if and only if the destination point @ is located on the path be-
tween / and the root of the tree; the position of j is fixed. Thus, in the reticulate phylog-
eny T in Figure 2 the evolutionary distance d,(i,/) between the taxa / and j can be com-
puted as follows:

di(i) =1 — ) d(ij) + a (d(i,a) + d(j,b)), (2)

where « indicates the fraction, unknown in advance, of the transferred gene and d is the
internode distance in the species tree before the addition of the HGT branch (b,a).



Root

Figure 2. Evolutionary distance between the taxa i and j can be allowed to change after the ad-
dition of the branch (b,a) representing a partial HGT between the branches (z,w) and (x,y). Evo-
lutionary distance between the taxa i, and j must not be affected by the addition of (b,4).

On the contrary, the distance between the taxa £, and j (Figure 2) must not be affected
by the addition of (b,a). Figure 3 illustrates the other cases where the addition of a HGT
branch must not affect the length of the evolutionary path between i and .

The least-squares loss function O to be minimized with the unknown vector of edge
lengths I in T and the unknown fraction of the transferred gene a is as follows:

OLay=Y(-a) S F+ al S+ T 1% -68i))?

yes ke path(if) kepath(a) kepath( jb)

+30 T E-86)))E > min,
jes ke path(if)

where &iy) is the given gene dissimilarity between / and j; /,-’J‘- is the length of the

branch k of the path (i) in T, « is the fraction of the transferred gene (0 < o< 1); and S
is the set of pairs of taxa {ij} such that the transfer (ba) can affect the evolutionary dis-
tance between them.

To show the NP-hardness of the least-squares optimization in the context of the par-
tial gene transfer the following problem can be stated:

Given: Species phylogenetic tree T (with the associated tree metric d on the set of taxa
X), gene dissimilarity 8§ on X, and a fixed non-negative value ¢

Problem: Find the minimum number of partial gene transfers k such that:
Q=T k(i ))-8G.))?% <e, @
1
where di(i,j) is the network distance between i and j, computed using Formulae 2 and 3,

in the phylogenetic network Ty obtained from T after the addition of k partial gene
transfers.
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Theorem 2. The minimum number of partial gene transfer problem (MNPGT problem)
is NP-hard.

The proof of this Theorem is based on a polynomial-time reduction from the Subtree
Transfer Problem (STR problem) that consists of finding the minimum number of com-
plete gene transfers to transform a given species tree T into a given gene tree 7. The
STR problem is identical to the problem of adding to 7 the minimum number of com-

plete gene transfers such that O =Y ¥ (dy (i,/) - 5(:‘,]))2 <0 (i.e., thecase of €= 0 is
[

considered), where di(i,f) is the pairwise distance between i and ;j in the phylogenetic

tree (i.e., a particular case of a phylogenetic network). Here, the tree 7 is obtained from

T after the addition of k£ complete gene transfers (i.¢., a particular case of a partial trans-

fer) and &i,) is the given tree metric associated with 7.

Root Root Root

(b)

Figure 3 (a-c). Three situations when the evolutionary distance between the taxa i and j must
not be affected by the addition of the new branch (b,4) representing a partial HGT between the
branches (z,w) and (x,p). Path between the taxa i and j cannot to go through the branch (b,a).

Several important timing constraints have to be incorporated into this model, in addi-
tion to those taken into account in the complete HTS model, to identify the interactions
between HGTs that are not intelligible from an evolutionary point of view. Some of
these constraints, but not all of them, were initially pointed out by Page and Charleston
(1998a and b). For instance, double-crossing transfers between two lineages (Figures 4a
and b) must be forbidden. In this case, the HGT events affect the ancestor of the species
from the previous transfer. Making the source and destination lineages contemporane-
ous for one HGT makes the other transfer impossible (Figure 4).

Note that the rule illustrated in Figure 4a is automatically taken into account in the
complete gene transfer model, where its violation would be equivalent to the violation
of the same lineage constraint (see Page and Charleston 1998). For instance (Figure 4a),
the HGT from (z,w) to (x,y) cannot be followed by the transfer from (z),w) to (x;,y1)
because after the first HGT the branches (z),w;) and (x,y:) will be located on the same
lineage (Lineage 2). We also identify two cases, where the evolutionary distance be-
tween the taxa i and j can be affected by multiple transfers (Figures 5a and b); and, two
cases, where this distance must not be affected by them (Figures 5¢ and d). Failure to



take these constraints into account can result in postulating transfers that are mutually
incompatible.

Root Root

Lineage Lineage 2 Lineage | Lineage 2
(a) (b)

Figure 4. Transfers between two lineages crossing in such ways must be prohibited.

b b — a
AR A
) i i
a) (b)
bp—— a b, — —m a
S W
i ) i j
(c) (d)

Figure 5. Cases (a) and (b): evolutionary path between the taxa / and j can go through both
HGT branches (b,a) and (b,,4;). Cases (c) and (d): evolutionary path between the taxa i and j
cannot go through both HGT branches (b,a) and (b, a.).

ara— —

b1
(

Assume that a partial gene transfer between the branches (z,w) and (x,p) (i.e., from b
to a in Figure 2) of the species tree T has taken place. The lengths of all branches in T
are reassessed in the least-squares sense after the addition of (b,a), whereas the length of
(b,a) is assumed to be 0. To reassess the branch lengths of 7, we have first to make an
assumption about the value of the parameter « (Equation 2), indicating the gene fraction
being transferred. This parameter can be estimated either by comparing sequence data
corresponding to the subtrees rooted by the vertices y and w, or different values of « can
be tested in the optimization problem.

193



194

Fixing the parameter @, we reduce to a linear system the system of equations estab-
lishing the correspondence between the experimental gene distances and the path-length
distances in the HGT network. This system having generally more variables (i.e. branch
lengths of 7) than equations (i.e. pairwise distances in T; the number of equations is
always n(n-1)/2 for n taxa) can be solved by approximation in the least-squares sense.
Let us now show how the approximation problem can be stated and efficiently solved.

Let A, be the matrix of dimension n(n-1)/2 x m, each row of which is associated with
one pair of taxa of X, where n is the number of taxa and m is a number of edges in 7.
The value ;. of this matrix corresponding to the pair of taxa ij and the edge e is equal
either to 1, or to ¢, or to 1-« if the edge e is in the path (i) in T, and is equal to 0 if not.
Let £ be the vector of edge lengths of m elements and d be given vector of gene dis-
tances of n(n-1)/2 elements.

Fixing the value of « (e.g., values 0, 0.1, 0.2, ..., and 1.0 can be tested in turn), we
obtain a linear system of n(xn-1)/2 equations with m unknowns: A x £=d.

When » > 4, this system has more equations than unknowns. It can be solved by ap-
proximation in the least-squares sense:

(Agx £-d)* — min. 4)
After taking the gradient we have:

Al x(A,x1-8)=0 (5)
Following algebraic manipulations, we obtain:

Al xA, xI=Al %3 (6)

Thus, we have: B x £ =c¢, where B is a (m x m) matrix, and ¢ is a vector with m com-
ponents.

Following Barthélemy and Guénoche (1988) and Makarenkov and Leclerc (1999), we
apply a slightly modified Gauss-Seidel method to solve the above system. The method
consists of decomposing B into its diagonal (A), its strictly upper triangular component
(-F), and its strictly lower triangular component (-E):

b” b|2 blm ( ~F\
b21 b22 b2m
B=| O =L A J =A-E-F. (1)
bml bm2 bmm -E
Then, we apply the iterative procedure:
Ax D g D L B 8)
which allows us to compute gradually the components of the vector é’(j)(kﬂ), corre-

sponding to the edge lengths at the k+1-th iteration, from those of é’(j)k. [f the computed

value of é(j)(k b is negative, it is replaced with the value 0. This operation is equiva-
lent to the projection on the cone L > 0, which ensures an appropriate solution.
The exact equation used in this method is the following forallj=1, 2,..., m:

oD = (- Srrizm b)) - Crzigon bt ep sy ©)

Thus, the main steps of the partial gene transfer algorithm can be stated as follows:



Preliminary Step

This step corresponds to the preliminary step discussed in the context of the complete
gene transfer model. It consists of inferring the species and gene phylogenies denoted
respectively T and 7' whose leaves are labeled by the same set X of # taxa. Because the
classical Robinson and Foulds distance is defined only for tree topologies, we use the
least-squares as a unique optimization criterion when modeling partial HGTs.

Step 1. Test all connections between pairs of branches in the species tree T. For each
HGT connexion satisfying evolutionary constraints, carry out the following optimiza-
tion:

a) Fix the value of the fraction of the gene being transferred & (e.g., one can try in
turn the values of 0, 0.1, 0.2, ..., and 1.0). Compute using the Gauss-Seidel
method the optimal lengths I of the edges in the species tree (or network, start-
ing from Step 2) T.

b) Go back to the original equation system: A;x I =d. Fix the values of the vector
! found using the Gauss-Seidel method and solve this problem by least-squares
considering as unknown the parameter a.

¢) Then, fix the optimal value of « found and repeat the computation until both
unknown parameters [ and « converge to a certain solution.

All eligible pairs of branches in T can be processed in this way. The HGT connection
providing the smallest value of the LS coefficient Q and satisfying the defined evolu-
tionary constraints should be selected for the addition to the species tree 7, transforming
it into a phylogenetic network.

Steps 2...k. Run the algorithm until a fixed number & of partial gene transfers is found
and added to T or the value of the LS criterion Q is lower than a pre-established thresh-
old &.

Time complexity of this algorithm is O(kn®) to add k partial horizontal gene transfers to
the species tree with n leaves.

2.5 Bootstrap validation of horizontal gene transfers

Bootstrap analysis can be used to place confidence intervals on internal branches of
evolutionary trees (Felsenstein 1985). We designed a bootstrap validation procedure for
computing the bootstrap scores either for a specific gene transfer or a whole gene trans-
fer scenario. The following strategy was adopted to assess the reliability of obtained
HGTs. Because we are mostly interested in the evolution of a given gene or a group of
genes, the sequences used to build the species tree are not resampled. The species tree is
taken as an a priori assumption of the method and held constant. The sequence data
used to build the gene tree are drawn with replacement in order to create a series of
pseudo-replicates. The HGT detection algorithm is then carried out on the bootstrapped
pseudo-replicates. Thus, for all HGT branches appearing in the original scenario, we
verify if they appear in the obtained transfer scenarios, using as input the original spe-
cies tree and the gene tree inferred from the sets of pseudo-replicates. It is worth noting
that among resampled datasets only those that give rise to a gene phylogenetic tree such
that it contains the root branch separating this tree into exactly the same bipartition sets
as the root branch of the original gene tree does, are eligible for the HGT bootstrap
analysis.
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SIMULATION STUDY

A Monte Carlo study was conducted to test the ability of the new method to recover
correct gene transfers. In the framework of the complete HGT model only we examined
how the detection procedure performed depending on the model of sequence evolution,
number of observed species, and sequence length. The results illustrated in Figures 6
and 7, and reported in Tables 1 and 2 (see Appendix) were obtained from simulations
carried out with random binary phylogenetic trees with 8, 16, 24, 32, 48, and 64 leaves,
whereas the sequence length varied from 125 to 1000 sites. The simulation procedure
consisted of the five basic steps described below:

1. A true tree topology, denoted 7, was obtained using the random tree generation
procedure proposed by Kuhner and Felsenstein (1994). The branch lengths of T were
computed using an exponential distribution. Following the approach of Guindon and
Gascuel (2002), we added some noise to the branches of the true phylogenies to create a
deviation from the molecular clock hypothesis. All the branch lengths of 7 were multi-
plied by 1+ax, where the variable x was obtained from a standard exponential distribu-
tion (P(x>k) = exp(-k)), where the constant a was a tuning factor for the deviation in-
tensity. Following Guindon and Gascuel (2002), a was fixed to 0.8. The random trees
generated by this procedure are chosen to have the depth of O(log (x)), where #n is the
number of species (i.e. number of leaves in a binary phylogenetic tree).

2. Each random phylogeny was then submitted to the SeqGen program (Rambaut and
Grassly 1996) to simulate sequence evolution along its branches according to the Jukes
and Cantor (1969), Kimura 2-parameter (1980), and Jin-Nei Gamma (1990) models.

3. To assess the quality of HGT detection by the new method, we developed a simula-
tion program using the results of SeqGen. For each considered rooted tree, viewed as an
organismal phylogeny, our program created one random horizontal gene transfer that
respected the evolutionary constraints discussed in the algorithmic section. During this
operation, the program regenerated the DNA sequences for each tree node located in the
subtree affected by the HGT. As the simulations were carried out for the complete gene
transfer model, the HGT destination sequence was set identical to the source sequence
and the new sequences were regenerated from it according to the selected evolutionary
model.

4. The sequence to distance transformation corresponding to the considered model of
evolution was then applied to the DNA sequences associated with the leaves of the phy-
logeny affected by the gene transfer. The NJ method (Saitou and Nei 1987) was used to
infer the gene trees from the obtained distance matrix. The topology of the organismal
phylogeny (i.e. true tree T7) was supposed to be known.

5. The HGT detection method was then carried out to infer the transfer. The experi-
ments were conducted using the procedures based on the RF and LS optimization. The
simulations were carried out for 500 random rooted phylogenies with 8 and 16 leaves
and 100 random rooted phylogenies with 24 to 64 leaves.
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Figure 6. HGT detection rates obtained for random phylogenies with 8 to 64 leaves (8-a, 16-b,
24-b, 32-d, 48-¢, 64-f) using the RF topological distance for optimization. Jukes and Cantor (),
Kimura 2-parameter (0), and Jin-Nei Gamma (A) models were used for the tree generation.
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Figure 7. HGT detection rates obtained for random phylogenies with 8 to 64 leaves (8-a, 16-b,
24-b, 32-d, 48-¢, 64-f) using the LS function for optimization. Jukes and Cantor (¢), Kimura 2-
parameter (0), and Jin-Nei Gamma (A) models were used for the tree generation.
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Figures 6 and 7 present the average simulation results obtained for random phylogen-
ies with 8 to 64 leaves, using as optimization criteria the RF topological distance and LS
function, respectively. These figures illustrate how the detection rate changes as the
number of sites varies from 125 to 1000. As expected, the detection rate grows as the
number of sites increases and the number of species decreases. Note that for the phylog-
enies with 8 to 32 leaves the best results were obtained under the Kumura and Jukes-
Cantor models. For the phylogenies with 48 to 64 species the best performances were
regularly obtained under the Kimura model, whereas the results found under the Jukes-
Cantor model were the worst of the three evolutionary models.

This trend can be observed in the case of both optimization criteria. Obviously, with
the short sequences we have a bigger phylogenetic error that can either appear like a
HGT, when it does not occur, or disguise a real HGT. Tables 1 and 2 (see Appendix)
report the false positive and false negative (indicated in parentheses) detection rates
obtained using as optimization criteria the RF distance and LS function, respectively. A
false positive HGT is an incorrect transfer found by the algorithm and a false negative
HGT is the right transfer that has not been detected. A false positive HGT will always
occur if the gene tree inferred by NJ (see Step 4 above) is different from the true gene
tree (see Step 3 above), but it can also take place when both trees are identical but a
transfer going to the direction opposite to the correct HGT disguises it, leading to the
same gene tree (see Maddison 1997).

False negative HGTs are mostly due to the error of inferring the gene tree, but can
also happen when a transfer going to the opposite direction disguises the correct HGT.
As defined, the false positive detection rate is always bigger or equal to the negative
one. The analysis of Tables 1 and 2 shows that the false negative rate is almost as big as
the false positive rate when the tests were conducted with large phylogenies (48 and 64
species) and short sequences (125 and 250 sites). The false negative rate was noticeably
lower than the false positive one in the case of the large phylogenies and long se-
quences. Furthermore, we have measured the recovery rates for the HGT source, desti-
nation, and source and destination combined (i.e. the latter parameter corresponds to the
detection rate depicted in Figures 6 and 7). These tests were carried out under the Jukes
and Cantor mode! of sequence evolution and using the RF distance for the algorithmic
optimization. Note that the transfer destinations were generally better detectable than
their sources. The difference in the source-destination detection was more important for
the short sequence. For example, for the sequences with 125 sites it varied, on average,
from 6% (for 8 species) to 1% (for 64 species). However, for the longer sequences the
source and destination rates were very similar.

Generally, the procedure based on the RF distance provided better results than that
based on the LS function. Nevertheless, some noticeable exceptions (e.g. under the Ki-
mura model for the phylogenies with 8 leaves or under the Jin-Nei model in the case of
the short sequences) can be pointed out. The simulation study suggested that the accu-
racy of the transfer detection is highly dependable on the model of sequence evolution,
number of considered species, and length of observed sequences.



RESULTS and DISCUSSION

Detecting horizontal transfers of the gene rpl12e

We first tested our algorithm on the phylogeny of 14 species of Archaea originally
considered by Matte-Tailliez et al. (2002). The latter authors discuss problems encoun-
tered when reconstructing some parts of the archaeal phylogeny, pointing out the evi-
dence of HGT events perturbing the evolution of a number of considered genes. Matte-
Tailliez et al. inferred the maximum likelihood tree (Figure 9, undirected lines) based
on the concatenated 53 ribosomal proteins (7,175 positions) and compared it to the
maximum likelihood phylogeny of the gene rpl/2e (Figure 8) built for the same 14 or-
ganisms. The calculations of the best ML tree and its branch lengths for the 53 concate-
nated proteins were conducted using the PUZZLE program with I'-law correction.

Ferroplasma acidarinanus

Thermoplasma acidophilum

79 Aeropyrum pemix

100
79 __lj Pyrobaculum aerophilum
E— 74 Sulfolobus solfataricus

Pyrococcus abyssi

Pyrococcus honkoshii

Pyrococcus furiosus
Methanococcus jannaschii
Archaeoglobus fulgidus
Methanosarcina barken

56 ————— Methanobacterium thermoautotrophicum

10 56 I: Haloarcula mansmortui
100 Halobacterium sp.

Figure 8. Maximum likelihood phylogenetic tree for the protein rp//2e (89 positions). Numbers
close to branches are ML bootstrap scores obtained from the sampled protein sequences using
the SeqBoot and Proml (JTT model) programs from the PHYLIP package (Felsenstein, 1989).
Its topology is identical to the tree found by Matte-Taillez et al. (2002, Figure 3).

Given the topological incongruence of the obtained phylogenies, the authors hypothe-
sized a few cases of lateral transfers of the gene rp//2e. More precisely, the case of the
transfer between the clades of Thermoplasmatales (Ferroplasma acidarmanus and
Thermoplasma acidophilum) and Crenarchaeota (Aderopyrum pernix, Pyrobaculum
aerophilum and Sulfolobus solfataricus) was indicated as the most evident one.

In order to apply our method, we first reconstructed from the original sequences the
topologies of the gene (Figure 8) and species trees (Figure 9, undirected lines). The
computations were conducted in the framework of the complete gene transfer model,
using the RF optimization and subtree constraint options (Figure 1). Five directed
branches needed to reconcile the species and gene topologies have been found (Figure
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9). The connection representing the transfer between the cluster of Halobacterium sp.
and Haloarcula marismortui and the species Methanobacterium thermoautotrophicum
was found in the first iteration. This transfer provided the biggest drop of the RF dis-
tance between the species and gene phylogenies; its bootstrap score is 55%.

In the second and third iterations, we found the reconciliation branches between the
species Pyrococcus horikoshii and Pyrococcus furiosus and between Sulfolobus solfa-
taricus and Pyrobaculum aerophilum. Both of these reconciliation branches link closely
related species. Such kind of connections may be due to HGT as well as to local topo-
logical rearrangements necessary because of the tree reconstruction artifacts (e.g. attrac-
tion of long branches, unequal evolutionary rates, etc). The transfer branches 4 and 5
linking the cluster of Crenarchaeota to the species Thermoplasma acidophilum and Fer-
roplasma acidarmanus can be interpreted as HGT events that might have taken place
between Thermoplasmatales and Crenarchaeota.

Pyrobaculum aerophilum

100 .
Aeropyrum pernix
3) 74

Sulfolobus solfatancus

Pyrococcus furiosus
100

80
Pyrococcus abyssi

Pyrococcus honkoshii

Methanococcus jannaschii

Methanobacterium thermoautotrophicum

e Archaeoglobus fulgidus

55 Methanosarcina barken

Haloarcula marismortui

7 Halobacterium sp.

Thermoplasma acidophilum
Ferroplasma acidaninanus

Figure 9. Species tree (Matte-Taillez et al. 2002, Figure la) with five reconciliation branches
(denoted by arrows). Numbers close to branches are ML bootstrap scores computed by the
RELL method upon 2,000 top-ranking trees using the MOLPHY program without correction for
among-site variation. Numbers on HGT arrows indicate their order of appearance in the unique
gene transfer scenario found by the HGT detection method. Bootstrap scores for transfers are
indicated by numbers close to arrow circles. Arrows 4 and 5 depict the HGTs between the
clades of Thermoplasmatales and Crenarchaeota also predicted by Matte-Taillez et al. (2002).

In the second and third iterations, we found the reconciliation branches between the
species Pyrococcus horikoshii and Pyrococcus furiosus and between Sulfolobus solfa-
taricus and Pyrobaculum aerophilum. Both of these reconciliation branches link closely
related species. Such kind of connections may be due to HGT as well as to local topo-
logical rearrangements necessary because of the tree reconstruction artifacts (e.g. attrac-
tion of long branches, unequal evolutionary rates, ctc). The transfer branches 4 and 5
linking the cluster of Crenarchaeota to the species Thermoplasma acidophilum and Fer-
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roplasma acidarmanus can be interpreted as HGT events that might have taken place
between Thermoplasmatales and Crenarchaeota.

Note, that HGT between these two groups was also predicted by Matte-Taillez et al.
(2002). In fact, the transfers 4 and 5 could consist of a unique transfer between the
clades of Thermoplasmatales and Crenarchaeota that was separated into two transfers
by our method due to the application of the subtree constraint (Figure 1) and the pres-
ence of the tree reconstruction artifacts. Figure 10 illustrates the evolution of the newly
formed Thermoplasmatales-Crenarchaeota clade involving the HGTs 4 and 5. The us-
age of the LS criterion instead of RF leads to the solution consisting of 6 HGTs includ-
ing all transfers from Figure 9 except the HGT number 2 that goes in the opposite direc-
tion. Note that a new reconciliation branch found with LS brings the species Methano-
coccus jannaschii to the cluster of 4 species including Archaeoglobus fulgidus. This
reconciliation branch turns out to be useless and have a low bootstrap score of 14%.

Pyrobaculum aerophitum
Sulfolobus solfatanicus (a)
Aeropyrum pemix

Pyrobacuium aerophilum
Sulfolobus solfataricus

(b)

Aeropyrum pemix

Thermopl. acidophilum

Y

Pyrobaculum aerophilum

Sulfolobus solfataricus
Aeropyrum pemix

Thermopl acidophilum
Ferroplasma acidarinanus

Figure 10. Changes in the Crenarchaeota-Thermoplasmatales cluster occurring after the addi-
tion of HGT branches 4 and 5. (a) This cluster after the transfer 3; the species Thermoplasma
acidophilum joins the Crenarchaeota cluster. (b) This cluster after the transfer 4; the species
Ferroplasma acidarmanus s added to the clade comprising three Crenarchaeota and Thermo-
plasma acidophilum. (¢) This cluster after the transfer 5.

CONCLUSION

We presented two polynomial-time algorithms for detecting horizontal gene transfer
events. We considered the complete and partial gene transfer models, implying at each
step, either the transformation of a species phylogeny into another tree or its transforma-
tion into a network structure. The algorithm for inferring complete gene transfers ex-
ploits the discrepancies between the species and gene phylogenies either to map the
gene tree into the species tree by least-squares or to compute a topological distance be-
tween them and then estimate the possibility of a HGT event between each pair of
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branches of the species phylogeny. The models based on the optimization of the least-
squares function and the Robinson and Foulds topological distance were introduced.

Inferred HGTs should be carefully analyzed using all available information about the
data in hand in order to select the transfers that will be represented as a final solution.
Each gene transfer branch added to the species phylogeny aids to resolve a conflict be-
tween it and the gene tree (i.e. helps to reconcile the species and gene phylogenies). A
bootstrap validation procedure allowing one to assess the reliability of a specific gene
transfer or whole gene transfer scenario was proposed. A comprehensive Monte Carlo
study was carried out to test the ability of the new method to recover correct HGTs. [t
provided very encouraging results especially when the Robinson and Foulds distance
was used as an optimization criterion. The example of the evolution of the gene rp//2e
was considered in the application section. More simulation work is required to investi-
gate the properties of the algorithm intended to infer partial gene transfers.

As any method of phylogenetic inferring, the new HGT detection method is subject
to a number of artifacts which generally affect phylogenetic analysis; the main of them
being: Attraction of long branches, unequal evolutionary rates, and situations when the
occurrence of some HGT events almost coincides with speciation events located closely
to the recipient species. It is important to investigate in greater details the impact of
these artifacts on the HGT detection technique introduced in this article. It would be
also interesting to cxtend the presented model to the case, where the gene and species
trees have different numbers of taxa; this situation can take place when some species
have more than one copy of the gene under consideration.

The software implementing the new algorithms for detecting complete and partial
horizontal gene transfers is freely available at the following URL address: <
http://www.info2.uqam.ca/~boca05/software/> (this is a consol version running on the
Unix and Windows platforms; it is distributed along with its C++ source code). A
graphical version of this program has been also implemented and included in the T-Rex
web server (Makarenkov 2001) at the following URL: < http://www.trex.ugam.ca >.
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APPENDIX

This Appendix includes the results of the tests described in the section Simulation Study. The
results reported in Tables 1 and 2 correspond to the graphics represented in Figures 6 (optimi-
zation using the RF distance) and 7 (optimization using the LS function). They were obtained
from simulations carried out for random binary phylogenies with 8, 16, 24, 32, 48, and 64
leaves, whereas the sequence length varied from [25 to 1000 sites. Note that the sum of the
HGT detection rate shown in Figures 6 and 7 and of the false negative detection rate reported
in Tables 1 and 2 is always 100%.

Table 1. False positive and false negative (in parentheses) detection rates obtained for random phy-
logenies with 8 to 64 leaves using the RF distance as an optimization criterion. A false positive HGT is
an incorrect transfer found by the algorithm and a false negative HGT is the right transfer that has not
been found. For each sequence length, the simulations were carried out for 500 random phylogenies
with 8 and 16 leaves and 100 random phylogenics with 24 to 64 leaves.

. Sequence length

RF rates (in %) 125 250 500 750 1000

Jukes-Cantor | 14.9(7.8) 59(3.5) 1.1(0.7)  03(03) 0.0(0.0)

8 Kimura 12.9 (8.7) 33(22) 020.1)  0.1(0.1) 0.0(0.0)

Jin-Nei 20.1(15.0) 3.9(2.5) 1.6(1.3)  L1{1.1)  0.5(0.5)

Jukes-Cantor | 25.7(14.0) 7.1 (4.5) 12(0.7) 04(03) 0.0(0.0)

16 Kimura 351225 11.9(7.9)  32(23)  06(0.6) 0.1(0.1)

L Jin-Nei 43.0(30.0) 225(165) 7.6(66) 53(49) 23(23)
2 Jukes-Cantor 36 (18) 15 (10) 4(3) (D) 1(1)
E| 2 Kimura 43 (24) 2 (13) 4(2) 2(0) 0(0)
” Jin-Nei 55 (35) 33(18) 19 (10) 9 (6) 5(4)
2 Jukes-Cantor 37 (20) 29 (11) 4(2) (D 1(0)
g 32 Kimura 60 (35) 31 (14) 8(3) 3(1) 2 (0)
Z Jin-Nei 70 (38) 47 (25) 16 (9) 8(3) 3(3)
Jukes-Cantor 65 (48) 49 (29) 28 (15) 27(9) 25 (8)
48 Kimura 55 (38) 46 (18) 9(3) 3(1) 1(1)
Jin-Nei 70 (40) 58 (24) 19 (8) 9 (2) 4(1)

Jukes-Cantor 70 (60) 45(35) 27 (17) 23(13) 20 (10)
64 Kimura 65 (55) 35(25) 14 (4) 12(2) 10 (0)
Jin-Nei 60 (50) 44 (34) 22 (12) 18 (8) 14 (4)
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Table 2. False positive and false negative (in parentheses) detection rates obtained for random phy-
logenies with 8 to 64 leaves using the LS function as an optimization criterion. A false positive HGT
is an incorrect transfer found by the algorithm and a false negative HGT is the right transfer that has
not been found. For each sequence length, the simulations were carried out for 500 random phylog-
enies with 8 and 16 leaves and 100 random phylogenies with 24 to 64 leaves.

LS rates (in %)

Sequence length

125 250 500 750 1000

Jukes-Cantor | 17.2(10.1) _ 5.0(2.5)  08(0.7) 08(0.5 03(03)

8 Kimura 10.8 (7.0 28(19)  03(0.3) 02(02) 0.1(0.1)

Jin-Nei 18.6(13.8)  7.8(65) 17(1.5)  09(0.8) 0.5(0.3)

Jukes-Cantor | 25.5(13.0)  7.6(53)  22(14) 08(0.5) 0.1(01)

16 Kimura 376(23.8)  11.9(8.4)  23(20) 06(0.6) 0.0(0.0)

N Jin-Nei 409(288) 209(14.8) 81(67) 3.8(3.6) 3.3(3.3)
3 Jukes-Cantor 43 (22) 13 (11) 5(5) 303) ()
E| 24 Kimura 59 (30) 26 (9) 7 (4) 4(3) 1 (0)
= Jin-Nei 67(33) 26 (18) 12 (6) 6(2) 3(1)
g Jukes-Cantor 47 (26) 21 (14) 5(2) 0 (0) 0(0)
9| 32 Kimura 56 (33) 31(17) 9(4) 0(0) 0 (0)
7 Jin-Nei 50 (33) 31(15) 12 (8) 11(3) 4(0)

Jukes-Cantor 53 (43) 38 (31) 337 22312 193h
48 Kimura 60 (50) 34 (14) 16 (5) s 2(0)
Jin-Nei 65 (55) 50 (29) 25 (8) 12 (4) 10 (2)

Jukes-Cantor 63 (53) 52 (42) 412 2707 25(13)
64 Kimura 70 (60) 45 (35) 22 (12) 15 (2) 10 (0)
Jin-Nei 75 (65) 40 (20) 20 (10) 16 (6) 12(2)
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Cover Illustration: Horizontal gene transfer (HGT) is one of the main
mechanisms contributing to microbial genome diversification (see the
article by Boc, Philippe and Makarenkov in this issue). It is rampant
among various groups of genes in bacteria. HGT poses several risks to
humans, including: antibiotic-resistant genes spreading to pathogenic
bacteria, transgenic DNA inserting into human cell and triggering
cancer, and disease-associated genes spreading and recombining to
create new viruses and bacteria. Bacteria and Archaea have
sophisticated mechanisms for the acquisition of new genes through
HGT, which may have been favored by natural selection as a more
rapid mode of adaptation than the alteration of gene functions through
numerous point mutations. The three main types of HGT are the
following: transformation, consisting of uptake of naked DNA from the
environment, conjugation that is mediated by conjugal plasmids or
transposons, and transduction, consisting of DNA transfer by phage. A
bacterial conjugation plasmid transfer is shown. Photo credit AJC1
Flickr.
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Abstract.—Horizontal gene transfer (HGT) is one of the main mechanisms driving the evolution of microorganisms, Its
accurate identification is one of the major challenges posed by reticulate evolution. In this article, we describe a new
polynomial-time algorithm for inferring HGT events and compare 3 existing and | new tree comparison indices in the
context of HGT identification. The proposed algorithm can rely on different optimization criteria, including least squares
(LS), Robinson and Foulds (RF) distance, quartet distance (QD), and bipartition dissimilarity (BD), when searching for
an optimal scenario of subtree prune and regraft (SPR) moves needed to transform the given species tree into the given
gene tree. As the simulation results suggest, the algorithmic strategy based on BD, introduced in this article, generally
provides better results than those based on LS, RF, and QD. The BD-based algorithm also proved to be more accurate
and faster than a well-known polynomial time heuristic RIATA-HGT. Moreover, the HGT recovery results yielded by BD
were generally equivalent to those provided by the exponential-time algorithm LatTrans, but a clear gain in running time
was obtained using the new algorithm. Finally, a statistical framework for assessing the reliability of obtained HGTs by
bootstrap analysis is also presented. {Bipartition dissimilarity; bootstrap analysis; horizontal gene transfer; least squares;

phylogenetic tree; quartet distance; Robinson and Foulds topological distance.)

The understanding that horizontal gene transfer
(HGT, also called lateral gene transfer) might have
played a key role in species evolution is one of the
most fundamental changes in our perception of gen-
eral aspects of molecular biology (Doolittle et al. 2003;
Koonin 2003). HGT is a direct transfer of genetic mate-
rial from one lineage to another. Bacteria and archaea
have sophisticated mechanisms for the acquisition of
new genes through HGT, which may have been favored
by natural selection as a more rapid way of adaptation
than the alteration of gene functions through numerous
point mutations (Doolittle 1999; Gogarten et al. 2002;
Zhaxybayeva et al. 2004). The 3 main types of HGT are
the following: transformation, consisting of uptake of
naked DNA from the environment, conjugation that
is mediated by conjugal plasmids or transposons, and
transduction, consisting of DNA transfer by phage.

There are 2 main approaches to identify the genes that
have been transferred horizontally. First, sequence anal-
ysis of the host genome may reveal areas with GC con-
tent or codon usage pattemns atypical for it (Lawrence
and Ochman 1997). Assuming that these sequences
have not arisen from a selective process means that they
might have been acquired horizontally. Tsirigos and
Rigoutsos (2005) discussed a method for detecting HGT
that relies on a gene’s nucleotide composition and obvi-
ates the need for knowledge of codon boundaries. Sec-
ond, the comparison of a morphology-based species tree
or molecular tree based on a molecule that is assumed
to be refractory to HGT (e.g., 165 rRNA or 235 rRNA)
against a phylogeny of an observed gene, inferred for
the same set of organisms, may reveal topological con-
flicts that can be explained by HGT. Ribosomal genes
may also undergo HGT, but they seem to do it at a

relatively low rate, and can serve as a first approxi-
mation to a species (i.e., organismal) phylogeny in the
absence of other data (Acinas et al. 2004).

The latter approach includes numerous methods that
started to appear in the early 1990s. First methods using
network-based models to recover HGT were proposed
by Hein (1990), von Haeseler and Churchill (1993), Page
(1994), and Page and Charleston (1998). Mirkin et al.
(1995) put forward a tree reconciliation method that
combines different gene trees into a unique organismal
phylogeny. The paper by Moret et al. (2004) presents
an overview of the network modeling in phylogenetics.
Maddison (1997) and Page and Charleston (1998) first
described the set of evolutionary rules that should be
taken into account when modeling HGT.

Several recently proposed methods deal with approx-
imation of the subtree prune and regraft (SPR) distance
that is closely related to the inference of HGT events.
Bordewich and Semple (2004) showed that computing
the SPR distance between rooted binary trees is NP-
hard. A HGT model allowing for mapping numerous
gene trees into a species tree was described by Hallett
and Lagergren (2001; LatTrans algorithm). The Lat-
Trans algorithm generates all shortest SPR scenarios
but is exponential in the number of transfers. On the
other hand, Boc and Makarenkov (2003) proposed an
algorithm that can be suitable for inferring partial HGTs.
Mirkin et al. (2003) designed an algorithm for the rec-
onciliation of phyletic patterns with a species tree by
postulating gene loss, gene emergence, and HGT. The
latter authors showed that in each situation, their algo-
rithm provides a parsimonious evolutionary scenario
consisting of mapping gene loss and gain events into a
species phylogenetic tree. Hallett etal. (2004) introduced
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a combinatorial model incorporating HGT and du-
plication events. The “HorizStory” algorithm intended
to approximate the SPR distance between rooted and
possibly nonbinary phylogenetic trees was described
by MacLeod et al. (2005). The algorithm works by, first,
eliminating identical rooted subtrees in the gene and
species trees. SPR moves are then carried out recursively
on the remaining trees until they are brought into agree-
ment. Beiko and Hamilton (2006) described the efficient
evaluation of edit paths (EEEP) algorithm searching
for a minimum number of SPR operations between 2
rooted trees. The approach adopted by EEEP considers
the bipartitions induced by the branches of the reference
and test trees. The key to topological comparisons in this
algorithm is the subdivision of the reference tree biparti-
Hons into those that are concordant and discordant with
respect to the test tree. On the other hand, Nakhleh et al.
(2005) developed the “RIATA-HGT"” heuristic based on
the divide-and-conquer approach. Than and Nakhleh
(2008) showed that the latest version of RIATA-HGT is
considerably faster than LatTrans while being almost
equivalent in terms of accuracy. Recently, first proba-
bilistic and parsimony models of HGT have started to
appear. Thus, Csiirés and Miklés (2006) introduced a
Markov model of evolution of a gene family along a
phylogenetic tree. It includes parameters for the rates of
HGT, gene duplication, and gene loss. Jin et al. (2006,
2007) described 2 new algorithms for inferring HGT
events in the framework of the maximum likelihood
(ML) and maximum parsimony models.

In this article, we describe a new accurate algorithm
for inferring and validating HGT events. First, we will
introduce and study the “bipartition dissimilarity” (BD)
between 2 phylogenies. This measure of proximity be-
tween 2 phylogenetic trees can be considered as a re-
finement of the Robinson and Foulds (RF) distance
(Robinson and Foulds 1981), which takes into account
only identical bipartitions in the compared phylogenies.
We will show that the use of the BD as an optimiza-
tion criterion offers important improvements over the
well-known least squares (LS), RF, and quartet distance
(QD) measures. A bootstrap validation procedure for
assessing the reliability of obtained HGTs will be also
presented. Then, a comparison of the performances
of the BD-based algorithm with LatTrans (Hallett and
Lagergren 2001) and RIATA-HGT (Nakhleh et al. 2005;
Than and Nakhleh 2008) will be made in terms of both
HGT recovery and running time and followed by 2
application examples.

MATERIALS AND METHODS
BD and Other Optimization Criteria

The new algorithm for identifying HGTs proceeds by
a progressive reconciliation of the given rooted species
and gene phylogenies denoted by T and T, respec-
tively. At each step of the algorithm, several pairs of
branches in T are tested against the hypothesis that a
HGT has occurred between them. The considered HGT
model works in both cases: 1) when the transferred gene

supplants the orthologous gene of the recipient genome
and 2) when the transferred gene, absent in the recip-
ient genome, is added to it. Thus, the original species
phylogenetic tree T is gradually transformed into the
gene phylogenetic tree T' by a series of SPR moves
(i.e., HGTs). The goal is to find the shortest sequence of
trees T, T, Ta, ..., T that transforms T into T'. A num-
ber of necessary “evolutionary constraints” should be
taken into account because postulating a HGT requires
that the source and destination species are contempo-
raneous. For instance, the transfers within the same
lineage (Fig. Ala in Appendix 1) and the transfers that
are crossing as shown in Figure Alb—d are leading to
inappropriate HGT scenarios and must be prohibited
(see also Maddison 1997; Page and Charleston 1998; or
Hallett and Lagergren 2001).

The problem of calculating the SPR distance is known
to be NP-hard for both rooted and unrooted trees. The
first proof of NP-hardness, in the case of unrooted trees,
was given by Hein et al. (1996), but was found to be in-
correct by Allen and Steel (2001), who showed that the
related tree bisection and reconnection distance problem
is NP-hard but fixed parameter tractable for unrooted
binary trees. Then, Hickey et al. (2008) provided a cor-
rect complete proof of the NP-hardness in the case of
unrooted trees. On the other hand, Bordewich and Sem-
ple (2004) proved the NP-hardness of the computation
of the SPR distance for rooted binary trees.

We consider 4 optimization criteria that can be used
to select the best HGT at each algorithmic step. The first
of them is the LS function. It is computed as follows:

LS = 3> (d(i.j) - 8(i )% M
[

where d(i, ]) is the patristic distance between the leaves
(i.e., species or taxa) i and j in the species tree T (or in
the transformed species tree Ty obtained from T after
the SPR operation number k) and 5(1,j) is the patristic
distance between i and j in the gene tree T’. The second
criterion that can be used for assessing the discrepancy
between the species and gene phylogenies is the RF
topological distance (Robinson and Foulds 1981). This
distance equals to the minimum number of elementary
operations, consisting of merging and splitting nodes
necessary to transform one tree into the other. The third
considered criterion, the QD, is the number of quartets,
subtrees induced by 4 leaves, that differs between the
compared trees. We can use these criteria as follows to
determine the best HGT. When several transformations
of the species tree, consisting of SPR moves between
its subtrees, are evaluated, the SPR move providing
the minimum of the selected criterion computed for
the transformed species tree T; and the gene tree T’ is
retained.

The fourth optimization criterion is the BD defined
as follows. Without loss of generality, we assume that T
and T" are binary phylogenetic trees having the same set
of leaves. A bipartition vector (i.e., split or bipartition) of
the tree T is abinary vector induced by a branch of T. Let
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FIGURE 1. Trees Tand T’ and their bipartition tables. Each line of the bipartition table corresponds to an internal branch of the tree. Arrows
indicate the associations between the bipartition vectors in the 2 tables. Value in bold close to each vector represents the associated distance.

BT be the bipartition table of the “internal branches” of
the tree T (i.e., the table including all bipartition vectors
induced by internal branches of T) and BT’ be the bipar-
tition table of the internal branches of the tree T'. The bi-
partition dissimilarity bd between T and T' is computed
as follows:

bd = (Z';T‘{\G/I%(Min(d(n, by d{a, b))
€

-y Mg(Min(d(b,a);d(b,ﬁ)))) /2,

beBT’

where d(a,b) is the Hamming distance between the bi-
partition vectors # and b, and 4 and b are the comple-
ments of a and b, respectively. Such a measure represents
a refinement of the RF metric, which takes into account
only identical bipartitions.

For instance, the BD between the trees T and T' with 6
leaves (Fig. 1) is computed as follows: bd(T, T} =((2+1+
2) +(2+1+1))/2=4.5. Here, the minimum of the Ham-
ming distance between the bipartition corresponding to
the branch 4 and all the bipartition vectors in BT’ is 2.
It is the distance between the vectors 4 and £, and 4 and
d (in Fig. 1, only the association between a andf is pre-
sented by an arrow). For the bipartition &, this distance
is 1 (the distance between b and d) and for the biparti-
tion ¢, this distance is 2 (the distance between ¢ and d).
In the same way, the minimum distance between the bi-
partition ¢ and all the bipartitions in BT is 2 (with &), for
the bipartition f, this distance is 1 (also with &), and for
the bipartition d, it is 1 (with b).

This example shows that several bipartition vectors
of the first bipartition table can be associated with the
same bipartition vector of the second table; for example,
d, e, and f are associated with b (or b), and both b and
¢ are associated with d (Fig. 1). Moreover, the BD is not
always a metric. For trees with 5 or more leaves, one can
exhibit 3 tree topologies for which the triangle inequal-
ity does not hold. Propositions 1 and 2 below (their
proofs can be found in online Appendix 1 available
from http:/ /www.sysbio.oxfordjournals.org/) establish
some interesting properties of the BD. Thus, Proposition
1 states the sufficiency condition ensuring that a BD

satisfies the triangle inequality (and is a metric), whereas
Proposition 2 establishes the maximum values of BD de-
pending on the number of tree leaves. The bipartition a
of a tree T is associated with the bipartition b of the tree
T’ (this association is denoted by a — b) if the Hamming
distance between the bipartition vectors corresponding
to a and b is the smallest among all possible distances
computed between 4 and all the bipartition vectors of T'.

Proposition 1 Let Ty, Ty, and Tj be phylogenetic trees with
the same number of internal branches and the same sets of
leaves. Then, if:

1. Forany 2 bipartitions, aand b from different trees: a —
b implies that b — a and

2. For any 3 bipartitions, a € T,b € Ty and
ceTy:a— band b — cimplies thata — c,

< bd(Th, Ts) +

then the triangle inequality, bd(T,, T,)
bd(Tz, T3), holds.

Proposition 2 The value of the BD between 2 phylogenetic
trees on the same sets of n leaves ranges from 0 to n(n — 3)/2
if nis even and from 0 to (n — 1)(n — 3)/2 if n is odd.

Heuristic Algorithm for Predicting HGTs

In this section, we discuss the main features of the
new algorithm for inferring HGTs. Consider a HGT in
the species tree T going from a to b and transforming, it
into the tree Ty (Fig. 2). The following constraint is pos-
tulated: To permit the HGT between the branches (x,y)

FIGURE 2. Subtree constraint: The transfer between the branches
(x, ) and (z, w) in the species tree T is allowed if and only if the cluster
rooted by the branch (x, a), and regrouping both affected subtrees, is
present in the gene tree. Throughout the article, a single tree branch is
depicted by a plane line and a path is depicted by a wavy line.
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and (z,w) of the species tree T, the cluster (i.e., clade)
consisting of the subtree rooted by the branch (x,4), and
including the vertices y and w in the tree T}, must be
present in the gene tree T".

Such a constraint, called here the “subtree constraint,”
enables us to arrange first the topological conflicts be-
tween T and T’, which are due to the transfers between
the closest ancestors of the contemporary species, and
which are easier to detect, and then identify the HGTs
that occurred deeper in the phylogeny. Moreover, the
use of the subtree constraint allows us to take into
account automatically all required evolutionary con-
straints (Fig. A1) because both subtrees involved in the
HGT have to be present in the gene tree T' as well as
the new subtree that they form after the transfer (Fig. 2).
Indeed, if the same lineage HGTs (Fig. Ala) or the
transfers crossing in a way presented in Figure Al(b-d)
were permitted, the subtree constraint would not
hold (the reader is referred to the Discussion section
where all advantages brought by this constraint are
summarized).

The 2 following theorems establish some properties of
bipartitions in the context of HGTs satisfying the sub-
tree constraint. These properties are used in the HGT
detection algorithm described below. The proofs of both
theorems are presented in online Appendix 1.

Theorem 1. If the newly formed subtree Sub, resulting
from the HGT (i.e., the subtree rooted by the branch (x,a) in
Fig. 2) is present in the gene tree T', and the bipartition vector
associated with the branch (x,x\) in the transformed species
tree Ty (Fig. A2) is present in the bipartition table of T', then
the HGT from (x,y) to (z,w), transforming T into T\, is a
part of a minimum cost HGT scenario transforming T into T'
and satisfying the subtree constraint.

Theorem 2. If the newly formed subtree Sub, resulting
from the HGT (i.e., the subtree rooted by the branch (x,a)
in Fig. 2) is present in the gene tree T', and all the bipartition
vectors associated with the branches of the path (x',2') in the
transformed species tree Ty (Fig. A2) are present in the bipar-
tition table of T', and the path (x',2') in T, consists of at least
3 branches, then the HGT from (x,y) to (z,w), transform-
ing T into Ty, is a part of any minimum cost HGT scenario
transforming T into T' and satisfying the subtree constraint.

The main steps of the algorithm intended to pro-
vide a minimum cost SPR transformation of the given
species tree into the given gene tree are the follow-
ing (the scheme of this algorithm is also presented in
Appendix 2).

Preliminary step.—Infer the species and gene trees, de-
noted respectively by T and T', whose leaves are labeled
with the same set of 1 species. Both trees must be rooted
depending on biological evidence. If no plausible evi-
dence for rooting the species and gene trees is available,
the outgroup or midpoint strategies can be used to root
the trees. The correct tree rooting is essential because
a misplaced root in the species or gene tree will lead

to false positive and false negative HGTs. If there ex-
ist identical subtrees with 2 or more leaves belonging
to both T and T, reduce the size of the problem by
replacing the identical subtrees by the same single
auxiliary branch inboth Tand T".

Step k—Consider all possible HGTs between pairs of
branches in the species tree Ty (To = T at Step 1),
except the transfers between adjacent branches and
those violating the subtree constraint. Among all eligi-
ble (i.e., satisfying the subtree constraint) HGTs, look
for those satisfying the conditions of Theorem 2 first
and Theorem 1 second. Carry out the SPR moves cor-
responding to these HGTs, thus transforming the tree
T— into the tree Ty. If no such HGTs exist, carry out
all SPR moves corresponding to the transfers satisfying
the subtree constraint. Hence, at each step, multiple
SPR moves (i.e., multiple HGTs) can be carried out.
The direction of each HGT is determined using the se-
lected optimization criterion that can be in our case:
LS, RF, QD, or BD. Among 2 opposite HGTs, choose
the transfer that minimizes the value of the selected
optimjzation criterion computed for the transformed
species tree T; and gene tree T'. Reduce the size of
the problem by collapsing the newly formed sub-
tree(s) in the transformed species tree T; and the gene
tree T’

Stopping Condition, Time Complexity, and Idle Transfer
Elimination Procedure

The procedure stops when the RF, LS, QD, or BD
coefficient equals zero. Because of the progressive size
reduction of the species and gene trees and possibil-
ity of identifying multiple HGTs at each step, the time
complexity of the proposed algorithm is O(kn*) to infer
that k transfers to reconcile a pair of species and gene
phylogenies with n leaves. Once the species and gene
trees are reconciled, a backward procedure for eliminat-
ing the idle transfers (an idle, or redundant, transfer is
the transfer whose removal from the obtained scenario
does not change the topology of the resulting gene tree)
is carried out. For instance, given the HGT solution
shown in Figure 6, the transfer between Methanocco-
cus jannaschii and the 5-taxa cluster below including
Archacoglobus fulgidus, and performed as HGT number
4, would be an idle transfer (i.e., this HTS would be
canceled by SPR moves 4 and 5 presented in Fig. 6). If
a k-transfer scenario was found by the algorithm, the
backward elimination procedure first tests (k-1) possible
subscenarios of HGTs such that in which of them, one
of the initially found transfers is eliminated. If no one
of the (k-1) subscenarios leads to the same gene tree,
then the procedure stops without eliminating HGTs.
Otherwise, the first subscenario with (k-1) HGTs that
leads to the same gene tree is retained, and all subsce-
narios with (k-2) HGTs are tested in the similar way.
The procedure stops when no more idle HGTs can be
found.
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Proposition 3 If the subtree constraint is applied at all steps,
then:

1. The described HGT detection algorithm has at most n —
3 steps, and needs at most n — 3 HGTs (ie, n — 3
SPR moves), to transform a binary species tree T with
n leaves into a binary gene tree T' with the same set of
leaves and

2. The gene tree T’ is always recovered at the last step of
the algorithm (i.e., Ty = T', assuming Step k was the
last step of the algorithm) whatever the selected opti-
mization criterion (RF, LS, QD, or BD).

The proof of this proposition is based on the fact that
the maximum number of internal branches in a phylo-
genetic tree with n leaves is n — 3 and that each SPR
move satisfying the subtree constraint creates at least
one new internal branch in the transformed species tree
(e.g., branch (x,a) in Fig. 2), existing already in the gene
tree T'. Also, whereas the topologies of the transformed
species tree and the gene tree T’ are different, there
exists at least 2 SPR operations (inducing opposite
HGTs), satisfying the subtree constraint, that can be
carried out. The reader is also referred to Bordewich et
al. 2009, theorems 3.1 and 4.1, where the authors prove
the existence of a sequence of SPR moves, transform-
ing T into T', in a way that any following tree T, in
the sequence is obtained from T,_, by a single SPR
operation and RF(T,, T") < RF(T,_;, T’) (or respectively,
QD(T,, T") < QD(T, — 1,T’}). Even though the subtree
constraint is not stated in Bordewich et al. (2009), it is
implicitly used in the theorem’s proofs. The presence of
such a sequence of SPR moves is harder to prove the-
oretically in the case of LS and BD, but the results of a
simulation that we conducted for this purpose suggest
that it should exist for the 2 latter measures as well.

HGT Bootstrap Validation

Bootstrap analysis is used to place confidence
intervals on internal branches of phylogenetic trees
(Felsenstein 1985). Here, we extend the HGT bootstrap
validation procedure, initially proposed in Makarenkov
et al. (2006), to assess the bootstrap support of inferred
HGTs. The 3 following strategies can be adopted to
evaluate the reliability of the obtained HGTs.

First, the sequence data used to build both species and
gene trees are pseudoreplicated. The species and gene
trees are inferred from pseudoreplicated sequences by
the same tree inferring method used to reconstruct the
original species and gene trees. Thus, for all the HGTs
being part of the original scenario, we verify if they
appear in the HGT scenarios generated with the trees
inferred from pseudoreplicates. This verification is car-
ried out by comparing the corresponding SPR moves.
In this study, 2 HGTs (or SPR moves) were considered
as equal if and only if both donor branch (e.g., branch
(x,y) in Fig. 2) and recipient branch (e.g., branch (z, w)
in Fig. 2) bipartitions were equivalent in both transfers
(i.e., the topologies of the donor and recipient subtrees
could be different, but the species content within them

was the same in both compared HGTs). An alternative,
and stricter, definition would consider that 2 HGTs are
equal if and only if the donor and recipient subtrees are
identical in both transfers (i.e., the RF distance between
them equals 0). Because both species and gene data
are pseudoreplicated, such a strategy usually provides
low HGT bootstrap scores, especially for badly resolved
phylogenies. It is worth noting that not all pseudorepli-
cated data sets give rise to the species or gene tree whose
root branch induces exactly the same root bipartition as
that of the original species or gene tree does. If a branch
inducing the bipartition identical to the root branch of
the reference tree does not exist in the pseudoreplicated
tree, then the root of the pseudoreplicated tree can be
placed to the branch inducing the closest bipartition, in
terms of the Hamming distance, to that induced by the
root branch of the corresponding original (species or
gene) tree. Such a root positioning strategy is intended
to reduce the number of HGTs detected with the pseu-
doreplicated data (an alternative strategy could utilize
an outgroup or a midpoint to root the pseudorepli-
cated trees).

Second, only the sequence data used to build the
gene tree are pseudoreplicated. The sequences used to
build the species tree are not resampled. The species tree
is taken as an a priori assumption of the method and
held constant. In this case, we have to verify that the
species tree has a high reliability (e.g., high bootstrap
scores). For instance, the species tree can be inferred
using appropriate taxonomic information available at
the NCBI (The NCBI Handbook 2002) or Tree of Life
(Maddison and Schulz 2004) Web sites. The situation
when the bipartition corresponding to the root branch
of the original gene tree is not found in the tree inferred
from pseudoreplicates can be treated in a similar way to
the previous case. This bootstrap strategy usually yields
higher HGT bootstrap scores than the first one.

Third, HGT bootstrap between 2 tree topologies can
be carried out. In contrast to the traditional bootstrap
that needs sequence data to compute bootstrap scores,
HGT bootstrap can be performed even though only the
topologies of the species and gene trees are available.
Precisely, we can first execute our program with the
exhaustive search option, providing the list of all mini-
mum cost HGT scenarios; this option is also available in
the LatTrans program (Hallett and Lagergren 2001). It
has an exponential time complexity with respect to the
number of HGTs. In our strategy, this option consists of
checking all possible SPR moves satisfying the subtree
constraint but not only those minimizing at each step
the value of the selected optimization criterion. Once
the list of all possible minimum cost HGT scenarios
is established, we can compute HGT bootstrap scores
by estimating the occurrence rate of each HGT in this
list.

When the species or gene sequence data are available,
the combination of the described strategies (1 and 3) or
(2 and 3) can be also carried out to assess HGT bootstrap
support. In a general case, Formulas 3 and 4 can be used
to compute the bootstrap score HGT_BS of the transfer ¢:
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where Ny and N7 are, respectively, the number of
species and gene trees generated from pseudoreplicates
and Ny is the number of minimum cost scenarios ob-
tained when carrying out the algorithm with the species
tree T, and gene tree T. The bootstrap score of a HGT
scenario can be defined as a product of all individual
bootstrap scores found for the transfers being part of
this scenario. A comparison of the proposed bootstrap
validation technique with the HGT support assessing
method included in the “PhyloNet” package (Than et al.
2008a) is provided in the next section.

if not,

SIMULATION STUDY
Simulation Design

A Monte Carlo study was conducted to test the abil-
ity of the new algorithm to recover correct HGTs. Two
types of simulations were conducted: In the first one,
we considered gene trees with varying confidence lev-
els (their average bootstrap scores ranged from 60% to
100%), whereas in the second, gene trees were assumed
not to contain uncertainties and the simulations were
carried out with tree-like data only (species trees were
assumed to be known in both types of simulations).
We examined how the new algorithm performs depend-
ing on the selected optimization criterion (including LS,
RE, QD, and BD), the number of observed species, and
the number of HGTs. Then, the detailed comparison
with the LatTrans (Hallett and Lagergren 2001) and
RIATA-HGT (Nakhleh et al. 2005; Than and Nakhleh
2008) algorithms was carried out using the optimization
strategy based on BD, which yielded the best results
among the 4 competing optimization strategies. The
simulation procedure included the 4 basic steps de-
scribed below.

First, a binary species tree T was generated using the
random tree generation procedure proposed by Kuhner
and Felsenstein (1994). The branch lengths of T were
computed using an exponential distribution. Following
the approach of Guindon and Gascuel (2002), we added
some noise to the branches of the species phylogeny to
create a deviation from the molecular clock hypothesis.
All branch lengths of T were multiplied by 1 +ax, where
the variable x was obtained from an exponential distri-
bution (P(x > k) = exp(—k)) and the constant a was a
tuning factor for the deviation intensity. As in Guindon
and Gascuel (2002), the value of 4 was fixed to 0.8. The
random trees generated by this procedure had depth of
O(log(n)), where n is the number of species (i.e., number
of leaves in a binary phylogenetic tree).

Second, for the first type of simulations only, where
the gene tree was supposed to include uncertainties,

1 if tis in the minimum cost scenario k for the species tree T; and gene tree T},

4)

we used the “SeqGen” program (Rambaut and Grassly
1997) to generate DNA sequences along the branches of
the species tree T constructed at the first step. Because
SeqGen gives as result only the sequences associated
with the tree leaves, we also wrote a program allow-
ing us to identify all the sequences associated with the
internal nodes of the species phylogeny. The SeqGen
program was used with the HKY model of nucleotide
substitution, model of rate heterogeneity assigning dif-
ferent rates to different sites according to a gamma
distribution (with the shape parameter equal to 1.0 and
TS/TV ratio equal to 2.0). These settings were selected
in order to render the simulation parameters similar to
those used in the Examples section. The DNA sequences
with 100, 500, 1000, 5000, and 10,000 nucleotides were
generated.

Third, for each species tree T, we, in turn, gener-
ated gene trees with the same number of leaves by
performing a fixed number of random SPR moves (rep-
resenting HGTs) of its subtrees. A model satisfying the
evolutionary constraints (Fig. A1) was implemented to
generate random HGTs. For each species tree, the gene
trees encompassing different numbers of HGTs, vary-
ing from 1 to 10, were generated. In the first type of
simulations where the sequence data were analyzed,
we proceeded as follows: After each SPR operation, we
regenerated, using SeqGen, the sequences associated
with all the nodes of the subtree being moved. This
regeneration started from the root sequence of this sub-
tree, which was set equal to the sequence associated
with the internal node, closest to the tree root, of the
recipient branch. For each sequence length, different
substitution rates were simulated. Various tree heights,
obtained by means of the branch lengths adjustment,
were considered in order to attain the variations of
the substitution rate (see Posada and Crandall 2001 for
more detail). These variations led to the gene trees with
different average bootstrap scores, ranging from 60%
to 100%. For instance, for the gene trees with 50 leaves
and DNA sequences with 1000 nucleotides, the aver-
age branch length of 4.3 was necessary to obtain the
average bootstrap score of 100%, whereas the average
bootstrap score of 60% corresponded to a much shorter
average branch length, equal to 0.08. To obtain a neces-
sary average branch length of a gene tree, we divided
by a predefined constant value all branch lengths of the
corresponding species tree, which were computed at
Step 1. Using the “Seqboot” program from the PHYLIP
package (Felsenstein 1989), we created 100 replicates
of each generated data set. The ML trees were then in-
ferred from the original and replicated sequences using
the PHYML (Guindon and Gascuel 2003) method. All
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FIGURE 3. Percentage of instances the algorithms recover correct
HGTs for the gene trees with the confidence levels: a) 60~70%, b) 70—
80%, c) 80-90%, and d) 90~100%. Each reported value represents the
average result obtained for random trees with 10, 20,...,100 leaves and
DNA sequences with 100, 500, 1000, 5000, and 10,000 nucleotides; 1000
replicates were generated for each combination (tree size, sequence
length, and substitution rate) for the LS-, RF-, QD-, and BD-based
algorithms and 100 replicates for each combination for LatTrans.

the PHYML parameters were identical to those used
in SeqGen. All the phylogenies inferred from DNA se-
quences were then classified into 1 of the 4 categories
(intervals: 60-70%, 70-80%, 80-90%, and 90-100%), de-
pending on their average bootstrap score (the PHYML
program also allows users to compute bootstrap scores).
The gene trees whose bootstrap scores were lower
than 60% were ruled out. A uniform distribution of

trees within each of the 4 confidence intervals was
attained.

Fourth, the results illustrated in Figures 3, OA5, OA6,
QA7 (in online Appendix 2), and 4 were obtained from
simulations carried out with random binary phyloge-
netic trees with 10,20, ...,100 leaves. For each tree size,
number of HGTs, sequence length, and substitution rate
(the last 2 parameters were considered only in the sim-
ulations with sequences), 1000 replicated data sets were
generated (with an exception of LatTrans in the case of
Fig. 3). In the simulations with both sequence and tree-
like data, the 4 HGT detection strategies based on LS,
RF, QD, and BD, as well as the exhaustive search Lat-
Trans algorithm, were compared (see Figs. 3, OA4, OAS5,
and OA6). Then, the BD-based strategy was compared
(Fig. 4) with the RIATA-HGT algorithm (in the latter
case, the comparison was also conducted for nonbinary
trees).

Comparison of the LS-, RF-, QD-, and BD-based
Algorithms and LatTrans

First, we compared between them the 4 algorithmic
strategies discussed in the article in the simulations with
sequence data. The behavior of the HGT detection rate
versus the number of HGTs is presented in Figure 3. The
performances of the LS-, RF-, QD-, and BD-based algo-
rithms, and those of LatTrans, are presented separately
for each of the selected confidence intervals of the gene
tree (i.e., 60-70%, 70-80%, 80-90%, and 90-100%). The
HGT detection rate (i.e.,, true positives) was measured
as a percentage of recovered transfers present in the
generated HGT scenario. The BD-based algorithm was
generally more accurate than the LS-, RF-, QD-based
strategies, and LatTrans in terms of HGT detection rate
(Fig. 3). Its performances are more noticeable for the
gene trees with higher confidence levels, ranging from
80% to 100% (Fig. 3c,d), when compared with the LS-,
RE-, and QD-based strategies, and for the gene trees
with lower confidence levels, ranging from 60% to 80%
(Fig. 3a,b), when compared with LatTrans. Interestingly,
the BD- and LS-based algorithms as well as LatTrans
provided very similar results when the number of HGTs
was low. For the gene trees with the highest confidence
level (Fig. 3d), the BD-based strategy and LatTrans
yielded very stable results, which were usually better
than those given by the QD- and LS-based algorithms.
However, for the gene trees with lower average boot-
strap support (Fig. 3a—), the LS-based strategy usually
outperformed its QD and RF counterparts and some-
times showed the results that were very close to those
given by the BD-based algorithm and LatTrans. Not
surprisingly, the RF-based algorithm was usually worse
of the 5 compared techniques regardless of the gene tree
confidence level and number of HGTs.

Second, we studied the behavior of the LS-, RF-, QD-,
and BD-based algorithms under the conditions of cor-
rectness of the gene tree (i.e., tree-like data). Figure
OAb5a (online Appendix 2) depicts the average HGT
detection rates corresponding to the 4 considered
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optimization strategies. Figure OAS5b depicts the accu-
racy of the 4 algorithmic strategies in terms of recovery
of the complete generated HGT scenario. For both con-
sidered criteria (Fig. OA5a,b), the algorithmic strategy
based on BD clearly outperformed the strategies based
on RF, LS, and QD. The results obtained with QD im-
prove as the number of HGTs increases (Fig. OA5a), and
they are only slightly inferior to those obtained with BD
as to the identification of the complete HGT scenario
(Fig. OAS5b). The RF distance was the worse among the
4 competing strategies in terms of both HGT detection
rate and identification of total number of transfers. The
performances of the BD-based algorithmic strategy were
more remarkable in terms of HGT detection rate.

Detailed Comparison with LatTrans

Third, the algorithmic strategy based on BD was
compared with the LatTrans algorithm in the case of
tree-like data. The comparison of these distance-based
algorithms was conducted in terms of HGT detection
accuracy and running time. The time complexity of the
exhaustive search LatTrans algorithm is O(27n?), where
7T is the number of transfers and n is the number of tree
leaves (Hallett and Lagergren 2001). Figure OA6 (a—f
in online Appendix 2) depicts the accuracy of both al-
gorithms depending on the number of tree leaves and
number of generated transfers. The diagrams in Figure
OAG6 (a,b) present the true HGT detection rate depend-
ing on the number of leaves and generated HGTs. As
LatTrans should provide as solution a list of all min-
imum cost HGT scenarios, we always picked up the
first one of the list to compute the LatTrans HGT de-
tection rate (according to Beiko and Hamilton 2006,
LatTrans can, however miss some minimum cost HGT
scenarios in large phylogenies). Not surprisingly, the
detection rate increases as the number of leaves grows.
Regarding the detection rate versus number of leaves,
LatTrans slightly outperformed the BD-based algorithm
(Fig. OAéa) for the trees with 50-70 leaves, whereas
our algorithm was better in all other cases. Regarding
the detection rate versus number of HGTs (Fig. OA6b),
the BD-based algorithm was stronger for big numbers
of HGTs (5-10) and weaker for small numbers (1-3).
Figure OA6 (c,d) depicts the accuracy of both algo-
rithms when we relax the condition of HGT correctness
slightly. Such a relaxed criterion assumes that the al-
gorithm succeeds when it predicts the correct “total
number” of HGTs (Hallett et al. 2004). When the total
number of HGTs is recovered correctly, the only possi-
bility for not detecting the exact position or direction of
some HGTs remains the existence of several minimum
or near-minimum cost scenarios (if a near-minimum
cost scenario is found). For instance, an opposite di-
rection transfer leading to the same solution (i.e., the
same given gene tree) induces a varjant of an identi-
cal cost scenario (see Maddison 1997 for more details
on opposite transfers and Addario-Berry et al. 2003
for a discussion on minimum and near-minimum cost
scenarios). It worth noting that sometimes LatTrans

generated HGT scenarios not satisfying evolutionary
constraints (e.g., in some cases, cyclic HGT scenarios,
see Fig. Al(b—d), were found by this method). On aver-
age, the BD-based algorithm and LatTrans were able to
predict the correct total number of HGTs in 91.1% and
92.5% of cases, respectively (Fig. OA6c,d). We also mea-
sured the percentage of instances when the compared
algorithms were able to recover a complete generated
HGT scenario (Fig. OA6e,f). A complete HGT scenario is
recovered if all HGTs found by an algorithm are present
in the generated scenario and their total number is
also correct. Generally, the BD-based algorithm outper-
formed LatTrans in terms of complete scenario recovery.
This advantage of the BD-based algorithm is mainly
due to the presence of HGTs, violating the discussed
evolutionary constraints (Fig. Al), in some minimum
cost scenarios generated by LatTrans. The polynomial
time complexity of our algorithm and the improvement
of its results, compared with LatTrans, as the number of
leaves or HGTs increases (generally, a slight gain over
LatTrans is provided for greater numbers of leaves and
HGTs in terms of quality of the obtained transfers) make
it particularly interesting for the analysis of large phylo-
genies encompassing many topological conflicts due to
HGT.

Finally, we also compared the running time of the 2
competing algorithms. As previously, the algorithmic
performances were assessed with respect to the number
of HGTs (Fig. OA7a in online Appendix 2) and num-
ber of tree leaves (Fig. OA7b). The simulations were
carried out on a PC computer equipped with an Intel
Pentium IV dual-core 3.2 GHz processor and 4 GB of
RAM. The curves illustrated in Figure OA7 confirm that
starting from 30-leave phylogenies and 7 HGTs, our al-
gorithm provides a very significant gain in the running
fme.

Comparison with RIATA-HGT, HorizStory, and EEEP

In addition to LatTrans (Hallett and Lagergren 2001),
which is supposed to infer all possible minimum cost
HGT scenarios but is exponential in the number of
transfers, various heuristic strategies have been recently
developed to detect HGTs. Among the most popular
heuristics, we mention HorizStory (MacLeod et al.
2005), EEEP (Beiko and Hamilton 2006), and RIATA-
HGT (Nakhleh et al. 2005). All these algorithms are
aimed at detecting HGTs by reconciling a given pair of
species and gene phylogenies. The PhyloNet package
(Than et al. 2008a) includes an extended implementation
of the RIATA-HGT algorithm with several improved al-
gorithmic techniques for computing multiple solutions
and handling nonbinary trees (Than and Nakhleh 2008).
The simulation results presented in Than et al. (2007)
and Than and Nakhleh (2008) suggest that the new
version of RIATA-HGT significantly outperforms, in
terms of speed, the HorizStory, EEEF, and LatTrans
algorithms and performs at least as well in terms of ac-
curacy. A new important feature recently added to the
PhyloNet package is the estimation of bootstrap support
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FIGURE4. HGT detection error consisting of an average absolute difference between the total number of generated and recovered transfers
for RIATA-HGT (white diamonds) and the BD-based algorithm (grey squares) depending on the a) number of transfers and b) number of tree
leaves. Each reported value represents the combined average result obtained for the set of random binary and nonbinary species trees; 100
binary and 100 nonbinary species trees were generated for each pair of parameters (number of HGTs and tree size). Running time in seconds
for the RIATA-HGT and BD-based algorithms depending on the ¢) number of transfers and d) number of tree leaves.

of HGT branches (Than et al. 2008b). RIATA-HGT does
not always recover the minimum cost HGT scenario,
but experimental results show very good empirical per-
formance on synthetic and biological data (Nakhleh
et al. 2005). 1t usually generates a multiple set of HGT
scenarios of the same length and provides a consensus
network for the obtained solutions. On the other hand,
the simulation study conducted by Beiko and Hamilton
(2006, table 1 and figure 4) to compare the performances
of the HorizStory, EEEP, and LatTrans algorithms con-
firms that LatTrans clearly outperforms HorizStory and
EEEP in terms of HGT detection accuracy. For instance,
for the trees with 5-20 leaves, the 3 competing methods
demonstrated almost perfect HGT recovery (90-100%
recovery rates), but for larger trees (30-100 leaves), the
performances of HorizStory and EEEP dropped signifi-
cantly (table 1 in Beiko and Hamilton 2006 reports that
for the trees with 100 leaves, the HorizStory average
recovery rate is 33.3%, that of EEEP is 70%, and that of
LatTrans is 96.7%). Consequently, we decided to com-
pare the proposed BD-based technique to RIATA-HGT
(version 1.6), which has a number of common features
with our algorithm (e.g., handling nonbinary trees and
estimating HGT bootstrap support) and has been the
most powerful polynomial-time heuristic in terms of
both accuracy and running time.

The comparison with RIATA-HGT was conducted on
tree-like data in terms of HGT detection accuracy and

running time. Figure 4(a—d) depicts the performances
of the RIATA-HGT and BD-based algorithms with
respect to the number of tree leaves and generated
transfers. The simulations were carried out with both
binary and nonbinary trees, and the results presented in
Figure 4 are the combined results obtained for both
types of trees. First, the species and gene tree data
were generated as described above. Second, for the
simulation with the nonbinary trees only, some nodes
of the binary species trees were merged in order to
obtain multifurcations. The number of merging oper-
ations was selected randomly and varied from 1 to
n — 3 for a binary species phylogeny with n leaves.
In total, 100 binary and 100 nonbinary species trees
were generated for each pair of parameters: Number
of HGTs, which ranged from 1 to 10, and Tree size,
which ranged from 10 to 100, with a step of 10; gene
trees were always binary. The generated benchmark
trees used in these simulations can be downloaded from
http:/ / www.labunix.uqam.ca/~makarenv /Simulation..
trees.zip. Figure 4(a,b) depicts the HGT detection error
consisting of an average absolute difference between
the total number of generated and recovered trans-
fers. Only nontrivial HGTs were taken into account
in these simulations (trivial HGTs, possible in nonbi-
nary trees only, are the transfers between the adjacent
branches having in common an internal node of degree
bigger than 3; they are only necessary to transform a
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nonbinary tree into a binary one). Figure 4 suggests that
the BD-based algorithm outperformed RIATA-HGT in
terms of combined {(binary and nonbinary trees) HGT
detection accuracy regardless of the number of leaves
and generated transfers. Although the results provided
by the 2 algorithms were very similar for binary trees,
the BD-based algorithm clearly surpassed RIATA-HGT
in the case of nonbinary trees. Moreover, the accuracy
of the BD-based algorithm improves as the number of
tree leaves grows (Fig. 4b), whereas that of RIATA-HGT
remains unstable (mainly due to its bad performance in
the case of nonbinary trees). In terms of running time,
the advantage also goes to the BD-based algorithm
regardless of the number of leaves and generaled trans-
fers (Fig. 4c,d). The comparison of the results provided
by the RIATA-HGT and BD-based algorithms for both
real data sets considered in this article is made in the
Examples section.

Than et al. (2008b) also proposed a method, now in-
cluded in the PhyloNet package, for assessing the sup-
port of HGT branches. Figure OA8 (online Appendix 3)
presents an illustration of computing the support value
of a HGT branch by RIATA-HGT (see also fig. 8 in Than
et al. 2008b). In the latter study, the support of the HGT
branch X — Y added to the species tree is defined as the
maximum bootstrap support of all internal branches of
the path linking the nodes Z and X in the gene tree. The
bootstrap support of the event X — Y given by RIATA-
HGT in this case is 100%, disregarding the low boot-
strap support of 10% of the internal branch separating
the leaves Band D from the rest of the tree. We think that
the bootstrap scores of HGT events computed in this

Ferropl:

way are largely overestimated. Furthermore, this way
of assessing the HGT bootstrap support does not take
into account the topologies of the replicated gene phy-
logenies (the species phylogeny is assumed to be fixed).
A unique gene tree with the given bootstrap scores of
its internal branches does not always encompass all im-
portant features of the set of replicated trees that were
used to calculate these scores. Even though the boot-
strap support of each clade is indicated in such a unique
gene tree, the key information, concerning the percent-
age of occurrences when 2 clades affected by a HGT
event are present together in the replicated gene trees,
is missing. In our method, each replicated tree is tested
in turn, and the obtained HGT statistics are combined
(see Formulas 3 and 4) to calculate HGT bootstrap sup-
port. For instance, the bootstrap score of the HGT event
X — Y (Fig. OA8) computed by our method would be at
most 10%.

EXAMPLES
Detecting Horizontal Transfers of the Gene rpl12e

We first examined the evolution of the gene rp/12e
for the 14 organisms of archaea originally considered
by Matte-Tailliez et al. (2002). The latter authors dis-
cussed the problems encountered when reconstructing
some parts of the archaeal phylogeny and pointed out
the evidence of HGT events influencing the evolution
of rpll12e. Matte-Tailliez et al. (2002) inferred the ML
tree of the gene rpl12e (Fig. 5) for 14 organisms of ar-
chaea and coinpared it with the ML phylogeny (Fig. 6,
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acidophifum
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Pyrococcus horikoshii
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FIGURES. ML phylogenetic tree fur the protein rp/12¢ (89 positions). Numbers close to branches are the ML bootstrap scores obtained {rom
the sampled protein sequences using the Seqboot and Proml (JTT mode!, Jones et a). 1992) programs from the PHYLIP package (Felsenstein
1989). The tree topology is identical to that found by Matte-Tailliez et al. (2002, fig. 3).
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FIGURE 6. Species tree (Matte-Tailliez et al. 2002, fig. 1a) with 5 HGTs indicated by arrows. Numbers on HGTs indicate their order of
inference. HGT bootstrap scores are indicated near to the numbers of the corresponding HGTs. Arrows 4 and § depict the HGTs between the
clades of Thermoplasmatales and Crenarchaeota originally predicted by Matte-Tailliez et al. (2002). HGTs with bootstrap scores of 50% or less

are depicted by dashed arrows.

undirected lines) based on the concatenated 53 ribo-
somal proteins (7175 positions). Calculation of the o
parameter values and other ML analyses, taking into
account among-site rate variation and T-law correc-
tion, for the 53 concatenated proteins were carried out
by Matte-Tailliez et al. (2002) using the PUZZLE pro-
gram (Strimuer and von Haeseler 1996). Given the
topological incongruence of the obtained phylogenies,
the authors hypothesized a few cases of HGT of the
gene rpl12e. More precisely, the case of the HGT be-
tween the clades of Thermoplasmatales (Ferroplasma
acidarmanus and Thermoplasma acidophilum) and Cre-
narchaeota (Aeropyrum pernix, Pyrobaculum aerophilum,
and Sulfolobus solfataricus) was indicated as the most
evident one.

We first reconstructed from the original sequences
the topologies of the gene (Fig. 5) and species trees
(Fig. 6, undirected lines). The HGT detection was per-
formed with the algorithmic strategy based on the BD.
Five transfers needed to reconcile the species and gene
topologies were found (they are indicated by arrows in
Fig. 6). The transfer between the clade of Halobacterium
sp. and Haloarcula marismortui and Methanobacterium
thermoautotrophicum was found in the first step. Its boot-
strap support, computed by fixing the topology of the
species tree and replicating the gene tree sequences, is
55%.

In the second and third steps, we found the HGTs
between Pyrococcus horikoshii and P. furiosus (Step 2)
and between S. solfataricus and P. aerophilum (Step 3).
Both these HGTs link closely related species and have
low bootstrap scores of 31% and 38%, respectively. The
low bootstrap scores of these HGTs can be explained
by the possibility of the opposite HGTs leading, in both
cases, to the same topological rearrangements as those
induced by the obtained transfers.

The HGTs 4 and 5 link the clade of Crenarchaeota
to the organisms T. acidophilum and F. acidarmanus. The
transfers between these 2 groups were also predicted by
Matte-Tailliez et al. (2002). The identical direction and
similar bootstrap scores of the HGTs 4 and 5 suggest that
a unique HGT, instead of these 2 transfers, might take
place between the clades of Thermoplasmatales and
Crenarchaeota. It is worth noting that any algorithm
based on the minimization of the SPR distance would
find 2 transfers in this case. An intuitively unique HGT
linking these clades was disguised most likely as a re-
sult of an artifact affecting the reconstruction of the gene
tree (Fig. 5). For instance, if the organisms T. acidophilum
and F. acidarmanus were neighbors (i.e., the leaves cor-
responding to these organisms were incident with same
internal vertex) in the gene tree, a unique HGT from the
Crenarchaeota clade to the Thermoplasmatales clade,
instead of HGTs 4 and 5 presented in Figure 6, would
be sufficient to recover the correct topology of the gene
tree.

In total, 4 minimum cost HGT scenarios were found
for the considered species and gene trees. All of them
include HGTs 1, 4, and 5. However, the HGTs 2 and 3
can be as presented in Figure 6 or go to the opposite
direction; this accounts for their low bootstrap scores
computed using Formulas 3 and 4.

For the example of the rpl12¢ data, RIATA-HGT found
9 solutions, each of size 5 (Fig. OA9; online Appendix 3
includes the input data and exact output data provided
by RIATA-HGT). Five of these solutions contradict the
same lineage constraint (they include a HGT marked
by [time violation?] in the program output), and 4 of
them satisfy all plausible evolutionary constraints. The
solution represented in Figure 6 is among those 4 el-
igible solutions. The HGT bootstrap scores found by
RIATA-HGT are indicated between the parentheses in
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the program output (online Appendix 3). They are gen-
erally much higher than the corresponding bootstrap
scores calculated by our method. For instance, the per-
fect 100% scores for the HGTs 4 and 5 (Fig. 6) were found
by RIATA-HGT, despite the 79% score of the gene tree
branch (Fig. 5) linking T. acidophilum and the clade of
Crenarchaeota.

Detecting Horizontal Transfers of PheRS Synthetase

Woese et al. (2000} analyzed from the evolutionary
perspective the relationship of the aminoacyl-tRNA
synthetases (AARSs) to their genetic code. They found
that the AARSs are very informative about the evo-
lutionary process. Analysis of different phylogenetic
trees for a number of considered AARSs revealed the
following features: The AARSs evolutionary relation-
ships are mostly conform to established organismal
(i.e., species) phylogeny; a strong distinction exists be-
tween bacterial and archaeal types of AARSs; horizontal
transfer of AARS genes between bacteria and archaea is

asymmetric: HGT of archaeal AARSs to the bacteria is
more prevalent than the reverse.

We examined the evolution of the PheRS sequences
for the set of 32 organisms considered by Woese et al.
(2000, fig. 2), including 24 bacteria, 6 archaea and 2
eukarya. As suggested by the latter authors, it is tempt-
ing to view the evolution of aminoacyl-tRNA synthesis
from top to bottom as a HGT study. The PheRS phyloge-
netic tree inferred with PHYML (Guindon and Gascuel
2003) is shown in Figure 7. This tree is slightly differ-
ent from that obtained by Woese et al. (2000, fig. 2).
The biggest difference consists of the presence in the
phylogeny in Figure 7 of a new clade formed by 2 eu-
karya (Homo sapiens and Saccharomyces cerevisiae) and 2
archaea (A. fulgidus and M. thermoautotrophicum). This
4-taxa cdlade, not appearing in the consensus tree (not
shown here), has a low bootstrap support and is proba-
bly due to tree reconstruction artifacts.

PheRS is the only class I synthetase in the NUN
codon group, and it has no close relatives within that
class. For both the o- and the S-subunits of PheRS,
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FIGURE 7. Phylogenetic tree of PheRS sequences. Protein sequences with 17t bases were aligned using ClustalW (Thompson et al. 1994).
Additional alignment optimization was performed with MUST (Philippe 1993). Badly aligned regions were removed using GBlocks (Castresana
2000); 160 bases were conserved. The ML tree was then inferred with PHYML (Guindon and Gascuet 2003) using T-law correction. Bootstrap
scores above 60% are indicated. Tree was rooled between the bacteria and the archaea plus eukarya. The sequence identifiers correspond to

organisms reported in table 2 of Woese et al. (2000).
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significant length differences distinguish the bacte-
rial subunits from their archaeal counterparts (Woese
et al. 2000). PheRS shows the classical canonical pattern,
the only exception being the spirochete (i.e., Borrelia
burgdorferi and Treponema pallidum) PheRSs. They are of
the archaeal, not the bacterial, genre and seem to be
specifically related to £. horikoshii within that grouping
(see fig. 7 or fig. 2 in Woese et al. 2000). The sequence
signature analysis confirms this fact.

The species phylogeny corresponding to the NCBI
(The NCBI Handbook 2002) taxonomic classification
was also constructed (Fig. 8, undirected lines). Note
that in this case, the species phylogeny is not a fully
resolved tree; it contains 5 internal nodes of degree
bigger than 3. The 7 nontrivial HGTs (see the previous
section for the definition of a trivial transfer) with their
bootstrap scores found by our algorithm are shown
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FIGURE 8. Nonbinary species phylogeny (undirected lines) corre-
sponding to the NCBI taxonomic classification for the 32 organisms
from Figure 7. The 7 nontrivial HGTs (indicated by arrows), including
4 HGTs with bootstrap scores above 50% (solid arrows) and 3 HGTs
with bootstrap score lower than 50% (dashed arrows) were found.
HGT bootstrap scores are indicated near to the numbers of the cor-
responding HGTs.

in Figure 8. In total, the algorithm found 17 HGTs in-
cluding 10 trivial transfers that are not presented here.
The transfer number 6, having the bootstrap support
of 86%, links the organism P. horikoshii and the clade
of spirochetes, including B. burgdorferi and T. pallidum.
This bootstrap score is very close to the biggest possible
score of 88% that could be obtained for this HGT (see
the corresponding 3-taxa clade in the PheRS phylogeny
shown in Fig. 7). This transfer confirms the hypothe-
sis that the PheRS gene of spirochetes was involved
in HGT. On the other hand, the low HGT bootstrap
scores of the 3 nontrivial HGTs (1, 3, and 5 shown by
dashed arrows in Fig. 8) can be explained by weak
bootstrap support of the related branches in the gene
phylogeny (Fig. 7). For instance, the HGT number 1
linking the archaea A. fulgidus to the clade of 2 eu-
karya has the lowest bootstrap score of 25% only. In
this example, the solution found using BD as an op-
timization criterion is shown. The use of the RF, QD,
or LS optimization, instead of BD, leads to the same
HGT scenario differing from that shown in Figure 8
only by the HGT bootstrap scores. For these data, a
unique minimum cost HGT scenario with 7 nontrivial
transfers was found by the new algorithm. Note that
this data set was originally analyzed in Makarenkov et
al. (2006) using a “greedy” HGT detection algorithm
based on the RF (and LS) optimization. The solution
found in the 2006 paper (see fig. 5 page 347), us-
ing both RF and LS, consisted of 9 nontrivial HGTs
needed to transform the nonbinary species tree in
Figure 8 (undirected lines) into the binary gene tree
in Figure 7. In this example, the use of the new algo-
rithm allowed us to obtain a unique minimum cost
HGT scenario consisting of 7 nontrivial transfers only
(e.g., the HGT from Helicobacter pylori and Rickettsia
prowazekii shown in fig. 5 in Makarenkov et al. 2006 is
not a part of the optimal HGT scenario presented in
Fig. 8).

For these data, RIATA-HGT found 12 solutions, each
of them of size 14, including nontrivial transfers only
(see Fig. OA10 in online Appendix 3). Five inital
species tree transformations indicated by the dashed
ellipses in Figure OA10 were made by RIATA-HGT
prior to carrying out HGT detection. Each of these
transformations corresponds to a trivial HGT. Thus,
the solution presented in Figure OA10 actually con-
sists of 19 HGTs, comprising 14 regular and 5 triv-
ial HGTs. The minimum cost solution found by the
BD-based algorithm, and consisting of 7 regular and
10 trivial HGTs, was not found by RIATA-HGT. As
in the previous example, the HGT bootstrap scores
found by RIATA-HGT were generally much higher
than those found by our algorithm (see the RIATA-
HGT output in online Appendix 3). For instance, a
perfect score of 100% was found by RIATA-HGT for the
HGT stemming from the archaebacterium P. horikoshii
and going to the cluster of spirochetes (HGT number
6 in Fig. 8), whereas the bootstrap score of the clade
regrouping these organisms in the gene tree is 88%
(Fig. 7).
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DISCUSSION

HGT is one of the main mechanisms contributing to
microbial genome diversification. It is rampant among
various groups of genes in bacteria (Doolittle 1999).
For instance, over the long term, it may be the dom-
inant force, affecting most genes in most prokaryotes
(Doolittle et al. 2003). At the same time, HGT poses
several risks to humans, including antibiotic-resistant
genes spreading to pathogenic bacteria, transgenic DNA
inserting into human cell and triggering cancer, and
disease-associated genes spreading and recombining to
create new viruses and bacteria (Nakhleh et al. 2005). In
this article, we described an accurate polynomial-time
algorithm for inferring HGT events. Each HGT mapped
into the species phylogeny aids to reconcile the topolo-
gies of the species and gene trees. Both species and gene
trees can be inferred from the sequence or distance data,
and both can include uncertainties. The presented algo-
rithm can rely either on the metric, using LS, or on the
topological optimization, using the RF distance, QD or
BD, to predict HGT events. The BD measure introduced
in this article can be viewed as an interesting refinement
of the RF metric. It allows for capturing the degree of
dissimilarity of unequal subtrees, what the widely used
RF distance fails to achieve. According to the simula-
tion results, the BD, intended to compare the “quality”
of the tree bipartitions, and not their “quantity” as the
RF metric does, is much more appropriate than RF for
finding optimal scenarios of SPR moves (i.e., HGTs) for
the given pair of species and gene phylogenies (see the
example of the “caterpillar-shaped” tree in Fig. OA4 in
online Appendix 1).

The discussed algorithm has a number of important
properties and advantages. First, Theorems 1 and 2,
used in the algorithmic procedure, enable one to infer
transfers being part of any (or of some) minimum cost
HGT scenario(s). The described algorithm is not lim-
ited to binary species trees. The example of the PheRS
data confirms that it can be used in the case when the
species tree is not fully resolved. In this case, trivial
HGTs will be produced by the algorithm. They should
be ignored in the final solution. On the other hand, the
case where the considered species and gene trees have
different numbers of leaves could be also handled by the
new algorithm. In this situation, we have first to find
the maximum subset of identical species (i.e., leaves)
present in both trees and then repeatedly collapse, in
both of them, all branches connected to the species not
included in this subset until the trees comprise identical
sets of leaves. Once the collapsing operation is over, the
method can be applied as described. Also, the situa-
tion where more than one copy of a gene is considered
could be handled by introducing auxiliary species in the
species tree, each of them representing a different copy
of the gene. Both latter cases constitute a promising
direction for further research.

Furthermore, the considered subtree constraint (Fig.
2) offers a number of important advantages. First, the
order of HGTs inferred under this constraint is opposite

to their real evolutionary order. Most of the HGT de-
tection programs (e.g., LatTrans) do not provide HGTs
in the strict evolutionary order. Second, it takes care of
all necessary evolutionary constraints (Fig. Al; see also
Maddison 1997 or Page and Charleston 1998), such as
the transfers within the same lineage or some crossing
transfers. All these constraints are taken into account
automatically while using the subtree constraint be-
cause both subtrees involved in the HGT have to be
present in the gene tree as well as the new subtree that
they form after the transfer (Fig. 2). Third, the use of this
constraint allows us to reduce the size of the problem
at each step of the algorithm by collapsing the identi-
cal subtrees in both species and gene phylogenies and
replacing them by single auxiliary branches. Fourth,
the 2 last arguments also offer an important gain in
running time for this problem known to be computa-
tionally hard. The importance of such a gain shows
off particularly when carrying out HGT bootstrap
validation.

As any method of phylogenetic analysis, the de-
scribed HGT detection algorithm is subject to a number
of artifacts that generally affect phylogenetic inferring,
the main of them being long-branch attraction, unequal
evolutionary rates, and situations when some HGT
events almost coincides with some speciation events.
In the future, it will be important to investigate in
greater detail the impact of these artifacts on the per-
formances of HGT detection algorithms. In some cases,
the described algorithm may fail to obtain a correct HGT
scenario or may infer HGTs going to the opposite direc-
tion. The latter case appears when a couple of HGTs that
differ only by their direction lead to the same topologi-
cal rearrangement of the species tree (e.g., HGTs 2 and
3 in Fig. 6). Such transfers usually have low bootstrap
support. The issue of noninferring a correct HGT sce-
nario is characteristic of small trees encompassing high
number of transfers. However, the exhaustive search
LatTrans algorithm (Fig. OA6 in online Appendix 2)
and the RIATA-HGT heuristic (Fig. 4) also do not cope
well with these situations (our algorithm usually out-
performed both of them under these conditions).

A comprehensive simulation study was conducted in
order to compare the 4 considered measures (LS, QD,
RE, and BD) in the context of HGT inferring. The simu-
lations demonstrated that the BD-based algorithm out-
performed those based on the LS, QD, and RF criteria
in most circumstances (Figs. 3 and OAS5 in online Ap-
pendix 2). The RF-based procedure proved to be the less
reliable among the 4 strategies. Then, the BD-based pro-
cedure was compared with the exact exponential-time
algorithm LatTrans (Hallett and Lagergren 2001) and to
a fast and accurate heuristic RIATA-HGT (Nakhleh et
al. 2005; Than and Nakhleh 2008) in terms of both accu-
racy of HGT recovery and running time. Although the
new algorithm and LatTrans yielded very similar results
in terms of HGT recovery (Figs. 3 and OA6), our algo-
rithm remained much faster than LatTrans (Fig. OA7).
On the other hand, the BD-based strategy outperformed
RIATA-HGT in terms of both HGT detection error and
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running time (Fig. 4) in a combined simulation study
carried out for binary and nonbinary phylogenies.

Mention that the new algorithm can be particularly
useful when validating HGTs by bootstrap. Three ways
of carrying out HGT bootstrap validation were sug-
gested depending on the data at hand. The computation
of HGT bootstrap support can be carried out taking into
account the robustness of the species tree, that of the
gene tree, and the ratio of the obtained HGTs in all min-
imum cost scenarios found for the given pair of species
and gene trees (Formulas 3 and 4).

The new version of the “T-Rex” program (Makarenkov
2001) including the described algorithm for predicting
and validating HGT events and the input data for the
discussed rpl12¢ and PheRS synthetase examples are
freely available at the following URL: http:/ /www.trex
.uqam.ca.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary material can be found at http:/ /www
-sysbio.oxfordjournals.org/.
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APPENDIX 1

This Appendix includes an illustration of required
evolutionary constraints and an illustration for Theo-
rems 1and 2.

Evolutionary constraints

a) Root b) Root

FICURE Al. HGTs between the branches located on the same lin-
eage (case a) should be prohibited. HGTs crossing in these ways (cases
b, cand d) should be prohibited. A single tree branch is depicted by a
plane line and a path is depicted by a wavy line.

Hlustration for Theorems 1 and 2

FIGURE A2. HGT from the branch (x,y) to the branch (z,w) is a
part of (Theorem 1): a minimum cost HGT scenario transforming the
species tree T into the gene tree T* if the bipartition corresponding to
the branch (x, x;) in the transformed species tree Ty is present in the
bipartition table of T’ and the subtree Sulyy (i.e., obtained by the SPR
move induced by this HGT, see Fig. 2) is present in the tree T’; (The-
orem 2): any minimum cost HGT scenario transforming the species
tree T into the gene tree T’ if all the bipartitions corresponding to
the branches of the path (x*, 2’} in the transformed species tree T are
presentin the bipartition table of T’ and the subtree Subyi is present in
the tree T'. A single tree branch is depicted by a ptane [ine and a path
is depicted by a wavy line.
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APPENDIX 2

This Appendix includes the scheme of the described heuristic algorithm for finding a minimum-cost SPR
transformation of the given species tree into the given gene tree.

Infer species and gene trees T and T’ on the same set of species (i.e., leaves);
Root T and T’ according to biological evidence or using an outgroup or a midpoint;

if (there exist identical subtrees with two or more leaves in T and T') then
Decrease the size of the problem by collapsing them in both T and T";

Select the optimisation criterion OC = LS (least-squares), or RF (Robinson and Foulds distance),
or QD (quartet distance), or BD (bipartition dissimilarity);

Compute the initial value of OC between T and T';

To=T,;

k=1; //kis the Step index
while (OC # 0)

{

Find the set of all eligible HGTs (i.e., SPR moves) at step k (denoted by E_HGT;);
The set E_LHGT; contains only the transfers satisfying the subtree constraint;
while (HGTs satisfying the conditions of Theorems 2 and 1 exist)

if (there exist HGTs € E_HGT} and satisfying the conditions of Theorems 2) then
Carry out the SPR moves corresponding to these HGTs;
if (there exist HGTs € E_ HGTy and satisfying the conditions of Theorem 1) then
Carry out the SPR moves corresponding to these HGTs;
Carry out all remaining SPR moves corresponding to HGTs satisfying the subtree constraint;
Compute the value of OC to identify the direction of each HGT;

k=k+1;
Decrease the size of the problem by collapsing the identical subtrees in Ty and T';
Compute the value of OC between T and T';

}

Eliminate the idle transfers from the obtained scenario using a backward elimination procedure;

end.



ONLINE APPENDIX 1

This Appendix includes Propositions 1 and 2, Theorems 1, 2 and 3 with their proofs as
well as an example showing inappropriateness of the RF metric in the HGT recovery

context.

Properties of the Bipartition Dissimilarity

The Propositions 1 and 2 establish some interesting properties of the bipartition
dissimilarity. Thus, Proposition | states the sufficiency condition that ensures that a
bipartition dissimilarity (BD) satisfies the triangle inequality (and 1s a metric), and
Proposition 2 gives the maximum values of this measure depending on the number of tree
leaves.

The bipartition a of a tree 7 is associated to the bipartition b of the tree 7’ (this
association is denoted by a — b), if the Hamming distance between the bipartition
vectors corresponding to a and b is the smallest among all possible distances computed
between a and all the bipartition vectors corresponding to the branches of the tree 7. A
sufficient metricity condition is as follows:

Proposition 1. Let T\, T, and Ts be phylogenetic trees with the same number of internal
branches and the same sets of leaves. Then, if:

1. For any two bipartitions a and b from different trees: a — b implies that b — a, and

2. For any three bipartitions ac T\, be To and ce Ty: a — b and b — ¢ implies that a — ¢,

then, the triangle inequality, bd(T, T2) < bd(T\, Ty) + bd(T>, Ts), holds.
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Proof. On one hand, considering the first statement of Proposition:

bd(T),T)=( Y dab)+ Yd(ba)/2= Y d(ab), where (acBT; and
aeBN, beBT, aeBT,
(beBT)—>a (aeBT)—b (be B )>a
(b€ BT)) — a) means that the sum is taken for all the ¢’s belonging to the bipartition
table BT, corresponding to the tree T, and all the b’s associated with these a’s. In a
similar way:
bd(T),T3)=( Yd(ac)+ Y d(ca)/2= Ydac), and

aeB1, heBT3, aeBN,
(ceBT3)>a (ceBT)—>a (ceBT3)—>a

bd(Ty, T3)=( Y. d(bo)+  Dd(c,b))/2=  Yd(bc) Consider the following

heBTy, ceBT3, beBTy,
(ceBT3)—b (beBTy)—>¢ (ceBT3)—b
three sums: Za’(a,b), Zd(a,c) and Za’(b,c). Because the Hamming
aeBT, aeBT, beBTy,
(beBy)>a (ceBT3)—a (ceBT3)—b

distance d satisfies the triangle inequality, for any term d(a,b) from the first sum we have
the term d(a,c) from the second sum and the term d(b,c) from the third sum such that:
d(a,b) <d(a,c) + d(b,c). Because each of the bipartition vectors included in the bipartition
tables BTy, BT, and BT; appears only once in each of the three sums we conclude that:
bd(T\, T2) < bd(Th, T3) + bd(T>, T5).

Proposition 2. The value of the bipartition dissimilarity between two phylogenetic trees
on the same sets of n leaves ranges from 0 to n(n=3)/2 if n is even, and from 0 to
(n=1)(n=3)/2 if n is odd.

Proof. For any two binary vectors @ and b of size n, the maximum value of the
quantity Min (d(a,b);d(a,l_))), where d(a,b) is the Hamming distance between «a and b,
and @ and b are their complements, is #/2 when # is even and (n—1)/2 when » is odd. On
the other hand, the maximum number of internal branches in a phylogenetic tree (i.e.,
number of rows of the corresponding bipartition table) with n leaves is n-3.

Consequently, according to Formula 2, the maximum value of the bipartition dissimilarity

between two trees with n leaves is n(n—3)/2 if n is even, and (n—1)(n=3)/2 if n is odd.



Theorem 1. If the newly-formed subtree Sub,,, resulting from the HGT (i.e. the subtree
rooted by the branch (x,a) in Fig. 2) is present in the gene tree T', and the bipariition
veclor associated with the branch (x,x)) in the transformed species tree Ty (Fig. OAl) is
present in the bipartition table of T', then the HGT from (x,y) to (=,w), transforming T
into Ty, is a part of @ minimum-cost HGT scenario transforming T into T’ and satisfying

the subtree constraint.

Proof. The four possible cases leading to the formation of the subtree Suby., are the
following: 1) HGT from (x,y) to (z,w); 2) HGT from (z,w) to (x,y); 3) HGT from (x’x) to
(zz7; 4) HGT from (z.z") to (x’x). When the path (x,2) in 7 consists of two or more
branches, the HGTs corresponding to the cases (3) and (4) will not produce the subtree
Sub,.,, but bring the vertices x and = closer to each other by reducing the number of
branches of the path (x,2). The HGT cases (3) and (4) will induce the bipartition b, which
will be present in the bipartition table the gene tree 7' because of the subtree constraint,
such that the leaves of the subtree located to the left of x” and those of the subtree located
to the right of =" (Fig. OA1) belong to the same part of it (e.g., they are denoted by 1’s in
the bipartition table of 7°), whereas the leaves of the subtree located below the vertices y
and w belong to a different part of it (e.g., they are denoted by 0’s in the bipartition table
of 77). According to the Theorem condition, the bipartition corresponding to the branch
(x,x)) in the tree T obtained from the initial species tree T after the HGT from (x,p) to
(z,w) was carried out, and denoted here b, is also present in the bipartition table of 7.
This means that the leaves of the subtree located to the left of x” and those of the subtree
located below the vertices y and w belong to the same part of it, whereas the leaves of the
subtree located to the right of =" belong a different part of it. Obviously, the bipartitions b

and b; are incompatible (i.e., they cannot be present together in the same bipartition table
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associated with a phylogenetic tree) meaning that the HGTs from (x’.x) to (=) and from
z,z") to (x’x) are impossible. Moreover, the HGT from (z,w) to (x,y) is possible only
when the path (x,z) in T consists of a single branch (in this case the opposite HGTs from
(x,y) to (z,w) and from (z,w) to (x,y) will lead to the same topological transformation of 7)
because this HGT would induce a bipartition, denoted here b,, which is incompatible
with by if the path (x,2) in T consist of two or more branches. Indeed, in b, the leaves of
the subtree located to the right of z” and those of the subtree located below the vertices y
and w belong to the same part of it, whereas the leaves of the subtree located to the left of
x’ belong a different part of it. Consequently, the HGT from (x,y) to (z,w) is necessary to
transform 7 into 7. The only exception from this would be the case of the opposite HGT
from (z,w) to (x,y) which is possible only if the path (x,z) consists of (or was reduced to) a
single branch. In this case the opposite HGTs will lead to the same topological
transformation and any of them is a part of a minimum-cost HGT scenario transforming 7

into 7" and satisfying the subtree constraint.

Figure OAIl. HGT from the branch (x,y) to the branch (z,w) is a part of a minimum-cost HGT
scenario transforming the species tree 7 into the gene tree 7" if the bipartition corresponding to the
branch (x,.x)) in the transformed species tree 7, is present in the bipartition table of 7’ and the

subtree Sub,,, (i.¢., obtained by the SPR move induced by this HGT, see Fig. 2) s present in 7,



Theorem 2. If the newly-formed sublree Suby, resulting from the HGT (i.e. the subtree
rooted by the branch (x,a) in Fig. 2) is present in the gene tree T', and all the bipartition
veclors associated with the branches of the path (x’z’) in the transformed species tree T\
(Fig. OA2) are present in the bipartition table of T, and the path (x’,=’) in T\ consists of
at least 3 branches, then the HGT from (x,y) to (z,w), transforming T into T\, is a part of
any minimum-cost HGT scenario transforming T into T and satisfying the subtree

constraint.

Proof. The bipartition vectors corresponding to the branches (x’x) and (5,7 of the
transformed species tree 77 obtained from 7 after the HGT from (x,y) to (z,w) are also
present in the bipartition table of the species tree 7 and gene tree 7. Thus, the four
possible cases leading to the formation of the subtree Suby., are the following: 1) HGT
from (x,y) to (z,w); 2) HGT from (z,w) to (x,y); 3) HGT from (x’.x) to (z,="); 4) HGT from
5,z") to (x’x). When the path (x,z) in 7 consists of two or more branches, the HGTs
corresponding to the cases (3) and (4) will not produce the subtree Sub., but bring the

vertices x and z closer to each other by reducing the number of branches of the path (x,z).

According to the Theorem condition, all the bipartitions of the non-empty path (x,z) in 7,
obtained from the initial species tree 7 after the HGT from (x,y) to (z,w) are also present
in the bipartition table of the gene tree 7". Consequently, the leaves of the subtree located
to the left of x” and those of the subtrees located below the vertices y and w (Fig. OA2)
belong to a different part (e.g., they are denoted by 1’s in the bipartition table of 77) of
these bipartitions than the leaves of the subtree located to the right of =’ (¢.g., they are
denoted by 0’s in the bipartition table of 7°). This means that there is no bipartition in 7~
such that all the leaves located in the subtrees to the left of x” and to the right of =” would
belong to one part of it and those from the subtrees located below the vertices y and w, to

the other. Thus, the HGT from (x’,x) to (z,="), case (3), as well as the opposite HGT from
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(z.z") to (x’,x), case (4), will violate the subtree constraint. Obviously, any HGT from the
branches (x’x) and (z,z") to the branches of the path (x,z) will also violate the subtree

conslraint.

Figure OA2. HGT from the branch (x,y) to the branch (z,w) is a part of any minimum-cost HGT
scenario transforming the species tree T into the gene tree T if all the bipartitions corresponding to
the branches of the path (x’.z’) in the transformed species tree 7| are present in the bipartition table
of T' and the subtree Sub,,, (ie., obtained by the SPR move induced by this HGT, see Fig. 2) is

present in the tree T~

Therefore, either the HGT from (x,y) to (z,w) or the opposite HGT from (z,w) 1o (x.)
is a part of any minimum-cost HGT scenario transforming 7 into 7 and satisfying the
subtree constraint. Afier the HGT from (x,y) to (z,w), all the bipartition vectors
corresponding to the branches of a non-empty path (x’,="), in Figure OA2, will be present
in the bipartition table of 7", and none of them in the case of the opposite HGT from (z,w)
to (x,y). As the bipartitions associated with the branches (x;,x,+1) and (xX+1,x2), where i =
0,..., k-1, and xp = x " and x4+ = =’ (Fig. OA2), are present in the bipartition table of 77,
the bipartition associated with the branch (x4, y,+1) Is also present in the bipartition table
of 7'. This means that the subtrees rooted by the branches (xi,y1) o (xiyx) can be
arranged independently (according to the topology of the gene tree 7) if it is not done

already, from each other and from the rest of the tree 7| (i.e., this means that the SPR



operations will be carried out only within these subtrees and inter-subtree SPRs will not
be necessary). In the same way, in a minimum-cost scenario the arrangements of the
subtrees located to the left of x” and those located to the right of =’ (Fig. OA2) should be
done independently of the rest of the tree and will take the same minimum number of
SPR operations in the case of the HGT from (x,y) to (z,w) and the opposite HGT from
(z,w) to (x,y). Consequently, in the case of the opposite HGT from (z,w) to (x,y), the SPR
transformation of the tree 7, into the gene tree 7" will take at least one SPR operation
more, needed to arrange the branches of the path (x,z), than in the case of the HGT from
(xy)to (zw).

Theorem 3. [f the bipartition vectors corresponding to the branches (x,x’y and (z,=") of
the species tree T (Fig. OA3) are present in the bipartition table of the gene tree T' and
the newly-formed subtree, denoted here Sub.,, induced by the HGT (e.g., the subtree
rooted by the branch (x,a) in Fig. 2) is present in T', then either the HGT from (x,y) to
(z,w) or the opposite HGT from (z,w) to (x,y), transforming the species tree T into T\, is a

part of a minimum-cost HGT scenario transforming T into T’ and satisfying subtree

constrain.

Proof. The species tree T (Fig. OA3) can be subdivided into three subtrees by cutting the
branches (x,x’y and (z,z’). Subtree 1 is rooted by the vertex x’ and located to the left of x;
Subtree 2 is rooted by the vertex z’ and located to the right of =’; and, Subtree 3 is formed
by the subtrees grafted to the path (x.z) and by the branches (x,x ") and (z,="). The fact that
the bipartitions associated with (x,x’) and (z,=") of the species three T are present in the
bipartition table of the gene tree 7’ means that any minimum-cost scenario transforming
T into 7~ does not include HGTs between the branches of djfferent Subtrees, but only

those within each of them because any HGT between the branches of two different
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Subtrees will result in the violation of the subtree constraint (Fig. 2). Any HGT satisfying

this constraint preserves all existing identical bipartitions in 7 and 7.

Consider now Subtree 3. The bipartition vectors corresponding to the branches (x,x ")
and (z,z”) of the species tree T are also present in the bipartition table of the gene tree 7~
Assume that the path (x,z) in 7 consists of a single branch. In this case, the four possible
cases leading to the formation of the subtree Suby, are the following: 1) HGT from (x,y)
to (zw); 2) HGT from (z,w) to (x,y); 3) HGT from (x"x) to (z,z"); 4) HGT from (z,z) to
(x’x). Each of these HGTs leads to the same iopology of the transformed species tree 7)
and satisfies the subtree constraint, and, consequently, is a part of a minimum-cost
scenario transforming 7 into 7. Thus, when the path (x,z) in 7 consists of a single branch,

the real HGT direction is undetectable.

Figure OA3. Either the HGT from (x,y) to (z,w) or the opposite transfer from (z,w) to (x,y) is a part
of a minimum-cost HGT scenario transforming 7 into 7" if the bipartitions induced by the branches
(x,x") and (z,2") in T are present in the bipartition table of 7" and the newly-formed subtree Sub,,,

resulting from one of these HGTs is present in the tree 7.

Assume now that the path (x,2) in 7 consists of more than one branch. To form the
subtree Suby,, and satisfy the subtree constraint, we can either directly carry out the HGTs
(cases 1 and 2) from (x,p) to (z,w) or from (z,w) to (x,y), or regraft by SPR moves all the

subtrees of the path (x,z), except those including the branches (x,y) and (c,w), to the



branches (x’.x) or (z,z), and then proceed by the SPR moves (cases 3 and 4) from (x’x)

10 (z,z"), or from (z,z ") to (x’,x).

Assume that a minimum-cost scenario S,.» of the SPR reconciliation of the trees 7 and
T’ does not include the HGTs from (x,y) to (z,w) and from (z,w) to (x,y), and proceeds as
follows: first, it reduces the path (x,z) to a single branch, and at the last step, merge the
vertices x and = to form the subtree Suby,, by the SPR move from (x’,x) to (z,=°) or from
(z,z"y to (x’.x). It is worth noting that at the last step of the reduction process, the branches
(x’x) and (z,z") can be substituted by the other ones before the last SPR move if a HGT

between them has taken place beforehand.

We will now show that there is another SPR scenario of the same length including
either the HGT from (x,p) to (z,w) or that from (z,w) to (x,y). Without loss of generality
assume that in the scenario Sy there is a HGT from the branch (x’x) to a subtree grafied
to the path (x,z) and induced by the branch denoted here by (x;,y), see Figure OA3, except
those induced by (x,y) and (z,w), and that this HGT reduces the path (x,z) to a single
branch. In Sy, the latter HGT should be followed by another HGT, from (x’x) to (z.=”
or from (z,z°) to (x ), initiating the formation of the subtree Sub,.,. However, there exists
another SPR scenario S, of the same length that Sy, which starts by the HGT from (z,w)
to (x,y), thus eliminating the vertex x, and brings all the subtrees grafted on the path (x,y),
including that induced by the branch (x;y,), one branch closer to the vertex x". The latter
HGT will make the transfer from (x’,x) to (x,,), of the scenario S,.,, unnecessary. All the
other HGTs of Sy, that are necessary to arrange the branches grafted to the path (x°,z7)

according to the topology of the gene tree 7, will be similar in the scenarios S and S,

thus confirming the optimality of the HGT scenario S.
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Notice: Obviously, in the proofs of Theorems 1, 2 and 3 we assume that the branches
(x,y) and (z,w) do not belong to the same lineage. Otherwise, the HGT between them is
impossible due to the evolutionary constraints. Also, without loss of generality we

assume that 7 and 7 are binary trees.
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The RF Metric and SPR Distance

Figure OA4 illustrates a typical situation when the RF metric is unsuitable for finding
an optimal scenario of SPR transformations. It shows a HGT in a binary “caterpillar-
shaped” tree with » leaves. Here, the species phylogeny 7 is the tree before the transfer
and the gene phylogeny 77 is the tree after it. Thus, the SPR distance between 7"and 7" is
I, whereas the RF distance between them equals to its maximum possible value 2n-6.
This example suggests that the RF metric is not a very appropriate measure to
approximate the SPR distance. On the other hand, the value of bipartition dissimilarity
between 7 and T~ is #-3, whereas i1s maximum value for the case of two binary trees with
n leaves is n(n—3)/2 when n is even, and (n—1)(n—3)/2 when »n is odd (see Proposition 2).

X3 Root Xp-2

X y T z Xp-1

SPR move transforming species tree T into gene tree T’

Figure OA4: The SPR move, representing a HGT, from the branch (x,, y) to the branch (x,, =)
transforms the species tree 7 into the gene tree 7° The RF distance between 7T and 7' equals to its
maximum value 2»-6, while the SPR distance between T and T’ is 1. In this example, the tree root

node is incident to a node of the path (y, =), and the tree leaves are denoted by x; ... x,.
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ONLINE APPENDIX 2
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Figure OAS. Percentage of instances the algorithms recover: (a) Correct horizontal gene
transfers, and (b) Complete correct HGT scenario, versus the number of HGTs, under the
condition of known species and gene trees (i.e., tree-like data). The four compared algorithmic
strategies were based on RF, QD, LS and BD. Each reported value represents the average result

obtained for random trees with 10,20 .. 100 leaves (1000 replicates were generated for each tree

size).
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Figure OA6. Percentage of instances when LatTrans (white columns) and algorithm based on the
bipartition dissimilarity (grey columns) recover: Correct HGTs (cases a and b), Correct total
number of HGTs (cases ¢ and d) and Complete correct HGT scenario (cases e and f) depending
on the number of tree leaves (cases a, ¢ and ¢) and number of HGTs (cases b, d and f). Each
reported value represents the average result obtained for the set of random trees with | to 10
HGTs (cases a, ¢ and ¢) and 10, 20 ... 100 leaves (cases b, d and f), 1000 replicates were

generated tor each number of HGTs and each tree size.
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Figure OA7. Running time in seconds for LarTrans (white squares) and algorithmic strategy
based on the bipartition dissimilarity (grey squares) depending on the: (a) Number of transfers,
and (b) Number of tree leaves. Each reported value represents the average result obtained for the
set of random trees with: (a) | to 10 HGTs, and with (b) 10, 20 ... 100 leaves (1000 replicates

were generated for each number of HGTs and each tree size).



ONLINE APPENDIX 3

This Appendix includes:

1) An illustration of computing HGT bootstrap support by the RIATA-HGT program.

2) The input data for the rp//2e and PheRS Synthetase examples and the exact output data
provided by the RIATA-HGT program. Both the text output and solution screenshots are

reported in this Appendix.

Species tree + HGT ' Gene tree

Figure OA8. Computing the bootstrap support of a HGT branch with RIATA-HGT The score of
the HGT branch X — Y added to the species tree is defined as the maximum bootstrap score of all
internal branches of the path linking the nodes Z and X in the gene tree. The bootstrap support of
the event X — Y given by RIATA-HGT in this case is 100%. In our method, the bootstrap support
of this HGT event would be at most 10%.

RIATA-HGT output for the rpl{2e and PheRS Synthetase examples

Input data 1 (Example of the gene rpl12e):

(((A.pernix, S.solfataricus), P.aerophilum), (((P.abyssi, P.horikoshii), P.furiosus), ((M.jannaschii,
M thermoaut.), ((T.acidophilum, F.acidarinanus), (((Halobacterium.sp., H.marismortui),
M.barkeri), A fulgidus)))));

(((((P.aerophilum::0.0, S.solfataricus::0.0)::74.0, A.pernix::0.0)::79.0, T.acidophilum::0.0)::79.0,
F.acidarinanus::0.0)::100.0, (((P.horikoshii::0.0, P.furiosus::0.0)::61.0, P.abyssi::0.0)::81.0,
(((((Halobacterium sp.::0.0, H.marismortui::0.0)::100.0, M.thermoaut.::0.0)::56.0,
M.barkeri::0.0)::56.0, A fulgidus::0.0)::51.0, M jannaschii::0.0)::65.0)::100.0);

Notice: Bootstrap scores in the gene tree are indicated after “:;”. Bootstrap scores of the
gene tree branches adjacent to the leaves were set to 0.0 in the Newick string, otherwise
RIATA-HGT was unable to compute the correct HGT bootstrap support.

241



242

Output data 1:

species tree:

(((A pernix,S solfataricus)I 10,P.aerophilum)I1 1,(((P.abyssi,P.horikoshii)l7,P. furiosus)I8,((M jann
aschii,M.thermoaut.)I5,((T.acidophilum,F.acidarinanus)I3,(((Halobacterium.sp.,H.marismor
tui)l0,M.barkeri)l 1,A fulgidus)2)14)16)19)[12;

gene tree:
((F.acidarinanus,(((P.aerophilum,S.solfataricus),A.pernix),T.acidophilum)),(((P.horikoshii,P. furio
sus),P.abyssi),(((((Halobacterium.sp.,H.marismortui)I0,M.thermoaut.),M.barkeri),A. fulgidus)

M jannaschii))),

There are 3 component(s), which account(s) for 9 solution(s), each of size 5

Component 112:

Subsolution!.
10 -> M.thermoaut. (56.0)
I11 -> F acidarinanus (100.0)
111 -> T.acidophilum (100.0)

Component I11:
Subsolution!.

111 -> A pernix (74.0) [time violation?]
Subsolution2:

S.solfataricus -> P.aerophilum (74.0)
Subsolution3:

P.aerophilum -> S solfataricus (74.0)

Component 18:
Subsolution1:
P.horikoshii -> P furiosus (61.0)
Subsolution2:
P furiosus -> P.horikoshii (61.0)
Subsolution3:
18 -> P.abyssi (61.0) [time violation?]
Ok R R R R R R K kR ok ok o K K oK K KR ok ok R ok ok R Ko Rl KR K o 0K 0K o oK ok 3 o K0k oK 3K K R 30K KO K 3R oK ROR Ok
Consensus network for this set of gene trees
(((A.pernix,S.solfataricus)I10,P.aerophilum)I 1 1 (((P.abyssi,P.horikoshii)l7,P. furiosus)I8,((M.jann
aschii,M.thermoaut.)I5,((T.acidophilum,F.acidarinanus)I3,(((Halobacterium.sp.,H. marismortui)I0
,M.barke
ri)l 1A tulgidus)12)14)16)19)112;
P.horikoshii -> P.furiosus
P furiosus -> P.horikoshii
I8 -> P.abyssi
11 -> A_pernix
S.solfataricus -> P.aerophilum
P.aerophilum -> S.solfataricus
10 -> M.thermoaut.
[11 -> F.acidarinanus
I11 -> T.acidophilum
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Figure OA9. For the example of the rp//2e data RIAT4-HGT found 9 solutions, each of size 5.
Five of these solutions contradict the same lineage constraint (they include HGTs marked by [time
violation?] in the program output) and four of them satisfy all plausible evolutionary constraints
(e.g., the solution represented in Fig. 6 is among the four eligible solutions). HGT bootstrap scores

are indicated between the parentheses in the program output.

Input data 2 (Example of PheRS Synthetase):

((((P.hori,M ther,A fulg,M jann),(S.solf,P.aero)),(S.cere,H.sap1)),((B.burg, T.pall),Synech,C.trac (T t
her,D.radi),(N.gono,H.pilo,(P.aeru,E.coli,H.infl),(R.caps,R. prow)),M tube,T.mari,A aeol,(P.ging,C.
tepi),(C.acet,(B.subt,(E faec,S.pyog)),(M.pneu,M.geni))));

(((((D.radi::0.0, T.ther::0.0)::100.0,((((N.gono::0.0,P.aeru::0.0)::55.0,((R.prow::0.0,H.pil0::0.0)::67.
0,(H.inf1::0.0,E.coli::0.0)::98.0)::34.0),(A.aeol::0.0,Synech::0.0)::19.0):12.0,((C trac::0.0,P.ging::0.0
)::85.0,C tepi::0.0)::88.0)::8.0)::6.0,((R.caps::0.0,T.mari::0.0)::31.0,(M.tube::0.0,C.acet::0.0)::59.0):
15.0):41.0,((M.pneu::0.0,M.geni::0.0)::100.0,((S.pyog::0.0,E faec::0.0)::99.0,B.subt::0.0)::90.0)::2
8.0),((((H.sap1::0.0,S.cere::0.0)::100.0,A.fulg::0.0)::24.0,M ther::0.0)::24.0,(M jann::0.0,((S.solf::0.

; 0,P.aer0::0.0)::74.0,(P.hori::0.0 (T .pall::0.0,B.burg::0.0)::100.0)::88.0)::85.0)::25.0)::100.0),

Notice: Bootstrap scores in the gene tree are indicated after “:;”. Bootstrap scores of the
gene tree branches adjacent to the Jeaves were set to 0.0 in the Newick string, otherwise
RIATA-HGT was unable to compute the correct HGT bootstrap support.
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QOutput data 2:

species tree:

((((P.hori,M.ther,A fulg,M jann)I 18 (S.sol f,P.aero)l17)I19,(S cere,H.sapi)[16)120,(((T.ther,D.rad1)
113,{N.gono,H.pilo,(R.caps,R.prow)110,(P.aeru,(E.coli,H.inf)111)14)112,M.tube, T.mari
Synech,A.aeol)l15,(C trac,(P.ging,C.tepi)19)13,(C.acet,((B.subt,(E.faec,S.pyog)lo) 7,(M.pneu,M.
gen)IS)IZ)NI2,(B.burg, T.pall)114)[0)]21,

gene tree:

(((((D.radi, T ther)I13,((((N.gono,P.aeru),((R.prow,H pilo),(H.inflE.coli)I1 1)),(A.aeol,Synech)115
):12.0,((C.trac,P.ging),C.tepi))),((R.caps,T.mari),(M.tube,C.acet))):4 1.0,((M.pneu,M.geni),
((S.pyog,E.faec),B.subt))I8),((((H.sapi,S.cere)l 16,A.fulg),M.ther),(M. jann ((S.solf,P.aero)[ 1 7,(P.h
ori,(T.pall,B.burg)l 14)))));

There are 3 component(s), which account(s) for 12 solution(s), each of size 14

Component 121.
Subsolutionl.
[17 -> P.hor
P.hor -> 114 (100.0)
116 -> M.ther (25.0)
116 -> A fulg (25.0)
Subsolution2:
P.hori -> 114 (100.0)
P.hori -> 117 (85.0)
116 -> A fulg (25.0)
116 -> M.ther (25.0)
Subsolution3:
A fulg -> 116 (100.0)
[17 -> M jann (25.0)
117 -> P.hori
P.hori -> 114 (100.0)
Subsolutiond:
19 -> M jann (88.0) [time violation?]
116 -> A fulg (25.0)
P.hon -> 114 (100.0)
116 -> M.ther (25.0)

Component 12:
Subsolutionl.
R.prow -> H.pilo (67.0)
R.caps -> T.mari (31.0)
14 -> 13 (85.0)
I11 -> R.prow (0.0)
14 -> 113 (100.0)
R.caps -> M.tube
P.aeru -> N.gono (55.0)
M.tube -> C.acet (59.0)
14 ->115(19.0)

Component 13:
Subsolution]
P.ging -> C.trac (85.0)
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Subsolution2:
‘ C.trac -> P ging (85.0)
Subsolution3:
13 -> C.tepi (85.0) [time violation?]
ek k3 R ok R oK sk 3 O R 0% oK ok ok i 3K o 3Kk kR R ok kK Sk ok e Kok ok kR s O 08 0K ok ok ok ok ok sk R sk oR ok sk Rk kok kok K
Consensus network for this set of gene trees
({(((P.hori,M.ther,A fulg,M jann)118,(S.solf,P.acro)l 1 7)119,(S.cere,H.sapi)1 16)120,(((T .ther,D.radi)
113,(N.gono,H.pilo,(R.caps,R.prow)1 10,(P.aeru,(E.coli,H.infl)I 1 1)14)112 M.tube, T.mari (Synech,
A aeol)
[15,(C.trac,(P.ging,C.tep)I9)13,(C.acet,((B.subt,(E.faec,S.pyog)16)17,(M.pneu,M.gen)IS)I8) 112,
(B.burg,T.pall)1 14)10)121,
P.ging -> C.trac
C.trac -> P.ging
13 > C.tep1
R.prow -> H.pilo
R.caps -> T.mari
4->13
111 -> R.prow
14 ->113
R.caps -> M.tube
| P.aeru -> N.gono
| M.tube -> C.acet
14->115
117 -> P.hori
P.hori -> 114
116 -> M.ther
116 -> A fulg
P honi -> 117
A fulg > 116
| 117 -> M jann
19 -> M jann
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Figure OA10. For the example of the PheRS Synthetase data RIATA-HGT found 12 solutions, each of size 14. The HGTs contradicting the same lineage

M.jann 33 solf

constraint are marked by [time violation?] in the program output. Five initial tree transformations indicated by the dashed ellipses were made by RIATA-
HGT prior to carrying out HGT detection (see the transformed input Newick string of the species tree in the program input). Each of these transformations
corresponds to a trivial HGT {i.e, HGTs between the sister taxa from the same multifurcation). Thus, the presented solution actually consists of 19 HGTs,
including 14 regular and 5 trivial HGTs. The minimum-cost solution presented in Figure 8, and comprising of 7 regular and 10 trivial HGTs, was not found

by RIATA-HGT. HGT bootstrap scores are indicated between the parentheses in the program output.
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Summary. Discovering the origin of the Indo-European (IE) language family is one
of the most intensively studied problems in historical linguistics. Gray and Atkinson
|6) inferred a phylogenctic tree (i.c., additive tree or X-tree {2)) of the IE family, using
bayesian inference and rate-smoothing algorithms, based on the 87 Indo-European
language data set collected by Dycen ct al. [5]. When conducting their classification
study, Gray and Atkinson assumed that the cvolution of Janguages was strictly
divergent and the frequency of borrowing (i.e., horizontal transmission of individual
words) was very low. As consequcuce, their results suggested a predominantly trec-
like pattern of the IE language cvolution. In our opinion, only a network modcl
can adequately represent the evolution of the [E languages. We proposc to apply a
method of horizontal gene transfer (HGT) dctection [8] to reconstruct phylogenetic
network depicting the evolution of the IE language family.

Key words: biolinguistics, historical linguistics, horizontal gene transfer, language
classification, phylogenetic network, phylogenetic tree

1 Introduction

A number of curious parallels between the processes of historical linguistics
and species evolution have been obscrved [1, 6, 11]. The evolutionary biolo-
gists and historical linguists often look for answering similar questions and
face similar problems [1]. Recently. the theory and methodology of the two
fields have evolved in remarkably similar ways. A number of important studies
have considered the applications of phylogenctic methods to process language
data (e.g., [1, 6, 11]). For instance, one of the most intensively studied topics
is the evolution of the Indo-European (IE) language family ([4]). Gray and
Atkinson (6] inferred a consensus phylogenetic tree of the IE language family
using maximal likelihood modecls of lexical evolution, bayesian infercnce and
rate-smoothing algorithms; the 87 Indo-European language data set collected
by Dyen et al. [5] was analyzed in [6]. On the other hand, Rexové et al. [11]
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also reconstructed a phylogeny of the IE languages when applying a cladis-
tic methodology to study the same lexicostatistical data set [5]. The results
obtained in [11] were very similar to those found in [6]. However, to rccon-
struct their phylogenies Gray and Atkinson, as well as Rexova ct al., were
constrained to assume that the evolution of languages was strictly divergent,
each language was transmitted as a whole, and the frequency of borrowing
(i.e., horizontal transmission of individual words) between languages was low.
As consequence, the obtained results suggested a predominantly tree-like pat-
tern of the IE language evolution with little borrowing of individual words.

In our opinion, only a phylogenetic network can adequately represent the
evolution of this language family. A nctwork model can incorporate the bor-
rowing and homoplasy (i.e., evolutionary convergence) processes that influ-
enced the evolution of the Indo-European languages. For example, although
English is a Germanic language, it has borrowed around 50% of its total lex-
icon from French and Latin [10].

We propose to apply the methods of horizontal gene transfer (HGT) detec-
tion, which are becoming very popular among molccular biologists, in order to
reconstruct the evolutionary network of the 1B language family. The most fre-
quent horizontal word transfers, representing borrowing cvents, will be added
to the phylogenetic tree inferred by Gray and Atkinson (Fig. 1 in [6]) to repre-
sent the most important word cxchanges which occurred during the evolution
of the IE languages. In particular, 2 HGT detection algorithm (|8]) will be
applied to build the evolutionary network of the 1E languages.

In this article, we first outline the data in hand and then describe the new
features of the HGT detection algorithm used to identify the word borrowing
events. In the Results and discussion scetion, we present the obtained results
for the 12 most important groups of the 1E languages and report the words
borrowing statistics. The most important word exchanges characterizing the
evolution of this language family will be brought to light and discussed.

2 Description of the Dyen database

The database developed by Dyen et al. [5] includes the 200 words of the
Swadesh list [14]. The Swadesh list is one of several lists of vocabulary with
basic meanings, developed by Morris Swadesh in the 1940-50s [14], which is
widely used in lexicostatistics (quantitative language relatedness assessment)
and glottochronology (language divergence dating). Dyen et al. [5] built a
database that provides cognation data among 95 Indo-European spcech vari-
eties. For each meaning (e.g., word) in the list of 200 basic meanings (chosen
by Swadesh in 1952), the database contains the forms used in the 95 specch
varieties and the cognation decisions among the speech varietics made by
Isidore Dyen in the 1960s. For each meaning, the forms were examined and
cognation judgments were made (5]. The cognation judgments were made only
between forms having the same meaning. This is an important aspect of the
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lexicostatistical method. The cognation judgments were recorded in classes
of forms such that the forms in each class werc "cognate” or "doubtfully
cognate” with each other. Two forms, in two different speech varicties, werce
identified as "cognate” if within both of the varictics they had an unbroken
history of descent from a common ancestral form. For example, since the En-
glish ST word FRUIT and French word FRUIT arc known to be related by
borrowing, they have been assigned different Cognate Classification Numbers
(CCN) in the Dyen database [5]. Forms belicved to be related by borrowing or
by accidental similarity were thus not treated as cognate. In a small number
of cases it was difficult to distinguish cognates from borrowing or accidental
similarities; in this case they were treated as "doubtfully cognate” [5]. The
cognate content information was used by Gray and Atkinson [6] to recon-
struct the evolutionary tree of IE languages. In our study we also subdivided
the 200 words of the Swadesh list into two categorics : lexical (including nouns
and verbs, 138 words in total) and functional (including adjectives, pronouns,
conjunctions and determiners, 62 words in total).

3 Materials and methods

In this section, we describe the new featurcs of the HGT detection algorithm
(8], applied here in a biolinguistics context, to infer a phylogenetic network of
the IE Janguages family. When applied in a biological context, this algorithm
identifies horizontal gene transfers (HGT) of a given gene for a given set of
species thus reconciliating the species and gene phylogenetic trecs. At cach
step of the reconciliation process, a HGT event is inferred. In this study, we
draw a parallel between the HGT detection and the word borrowing detection
processes. In our model, the IE languages tree (Fig. 1 and Fig. 4 in [6]) plays
the role of the species tree and the word tree, representing the cvolution of a
given word (a given translation in all 87 considered languages), plays the role
of the gene tree. The algorithmic procedure includes the three main steps,
which are as follows:

Step 1. Let L be the rooted tree of 87 IE languages inferred by [6]. Fig. 1
shows arepresentation of this tree by groups (the group content is reported on
the right). We also considered the 200 words of the Swadesh list [14] and their
translations into 87 IE languages [5]. For cach word of this list, we computed
a distance matrix, D, (87 x 87), 1==1,...,200, betwecn its translations using a
normalized Levenshtcin distance (Equation 1, (7]).

. Levenshtein_distance(i, )
di.g) = length(i) + length(j} (1)

For each such matrix, we inferred the word phylogenetic tree W,, using the
Neighbor Joining method [13]. Fig. 2 shows the Robinson and Foulds (RF)
topological distance [12] (normalized by its maximal value of 2n — 6 for two
binary trees with n leaves) between each of the 200 word trees W, and the
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Fig. 1. Gray and Atkinson (Fig. 1 in (6]) IE language cvolutionary tree for 14 main
language groups. The group content is indicated on the right. The numbers on the
tree branches are the tree bootstrap scores; the number of languages for cach group
is indicated between parentheses.

language tree L. The average value of the normalized RF distance was 82
%. Such a high value suggests an important overall discrepancy between the
language tree L and the word trees W; (i=1,...,200).

Step 2. We applied the HGT detection algorithm ([8]) to infer word borrow-
ings, consicering, in turn, the language trec L and each of the 200 word trees
W;. Therefore, 200 different scenarios of tree reconciliation were computed.
As the Dyen databasc [5] did not comprisc any translation for thc Hittite
and Tocharian A and B languages, belonging to the Anatolian and Tocharian
groups respectively, these languages were not considered in our analysis.
Step 3. We combined all results from the obtained transfer scenarios to com-
pute the borrowing statistics. Intra-group transfers were ruled out in our com-
putations because of the high risk of accidental similarity among the words
from the same language group. First, we assessed the total numbers of trans-
fers (i.e., number of word borrowings) between each pair of groups, and then
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Fig. 2. Normalized Robinson and Foulds topological distance |12} between cach of
the word trees and the IE language tree in Fig. L.

the percentages of words affected by these transfers in cach group. The 10
most important transfers were mapped into the IE language tree (see Figs.
3, 4 and 5). This computations were carried out, first, for all 200 words and
then, separately, for the words from the lexical and functional categories.

4 Results and discussion

Fig. 3 shows the total numbers of borrowed words found for each pair of
groups. The 10 most active transfers arc highlighted in dark grey. Thesc trans-
fers have been mapped into the IE language tree (Fig. 5a). If the geographical
proximity can explain most of the frequent exchanges (e.g., between the West
and North Germanic groups), some of them occur between the groups located
far away from each other in the tree (c.g., between the Celtic and Indic, or
Iranian and Celtic groups).

We can also observe a number of very active exchanges between the clus-
ter combining the Indic and Iranian groups, and that combining the Celtic,
Italic, French/Iberian, West/North Germanic and Slavic groups. These results
suggest that despite the fact that the Iranian and Celtic groups are located
far away from each other in the phylogenctic tree (Fig. 1), there is a strong
relationship between them.

Fig. 4 reports the percentages of words of a given group affected by trans-
fers originating from other groups. Similarly to the results reported in Fig. 3,
the highest values were found for the neighbor groups. One can also notice that
the cluster combining the Indic and Iranian groups has a sustained influence
on the other groups. In the same way, we mappced the 10 most intensive trans-
fers into the IE evolutionary trce (I'ig. 5b). Some other high percentages (in
light grey) can be explained either by well-known historical migration events
(e.g., between the Armenian and Iranian groups) or should be investigated in
more detail {e.g., between the Slavic and the Albanian groups). For instance,
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French/berlan | 33 [1268] - 34 17 4 17 46 36 36 1 6
West Germanic | 36 | 28 | 85 - | 305 17 | 44 [ s4a [sa [ 22 ] 29[ 10
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Greek ss | 28 | 18 | 23 | 11 | 31 [ 30 | 68 | 46 | 31 - ]
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Fig. 3. Total numbers of word borrowing events between each pair of language
groups. For instance, 53 words of the Italic group were borrowed from the languages
of the Celtic group; 10 highest values are highlighted in dark grey and 12 following
highest values in light grey.

Celtic | Italle fb':::: ‘::l:’ ’;::' Baltkc | Stavic | Indic |{ranian ‘:ﬁ: Greek :"‘:'

Celilc - | 398 | a36 | 54 | a26 | 265 | 2.63 | 4 | 527 | 5.57 | 3.07 |Loeal]
Ttale 3.6 - 178 [ 176 | 166 | 174 | 2.2 | 2.03 | 3.53 | 1.84 | 0.27
French/Iberlan | 2.2 [[1068] - 209 | 126 | 066 [ 0.66 | 2.07 [ 2.28 | 385 | 01 [ 16
West Germanic [ 2.4 | 21 | 452 - @238 282 | 1.7 | 243|343 ] 236 | 297 | 266

North Germanic| 2.4 | 1.43 | 1.38 | 11.78

5 083 | 062 | 112 | 146 | 2.25 | 0.2 2.39
Baltic 193 | 24 1.22 1.6 1.76

- 348 ] 18 [292 [ 203 [a61 ]| 16
Slavic 3.4 | 338 | 3.56 | 442 | 2.57 [agE] - 3.6 | 457 | 557 | 2.25 [ 266
Endic 4 |38 | 34 [ 509|249 ] 431 364 | - [10.22] a18 | 338 | 452

Iranlan 5.84) 3.08 | 457 | 3.74 | 3.15 | 3.48 | 2,67 | 10.02| -
Albanian 32 | 3.08 | 399 16 103 | 232 | 1.82 | 243 | 3.81
Greek 3.67 21 ] 0596 | 141 ) 081 | 514 | 1.16 | 3.06 | 292 | 3.32 - 1.06
Armenlan 287 | 053 | 2.23 | 135 | 0.88 | 1.66 | 0.77 | 3.33 | 4.89 | 2.25 | 0.61 -

482 | 2.56 [ 107]

Fig. 4. Percentages of words affected by borrowing from other groups. For instance,
3.98% of the words of the Italic group have the Celtic origin. The same color nota-
tions as in Fig. 3, were adopted here.

Armenijan borrowed so many words from the Iranian languages that it was at
first considered a part of the Indo-Iranian languages, and was not recognized
as an independent group of the Indo-European languages for many decades
[15] (see the value of 11.7% for the transfers form Iranian to Armenian in
Fig. 4). On the other hand, Baltic languages are extremely well preserved,
retaining archaic features similar to ancient Latin and Greek. Similarities of
the Baltic languages to ancient Greek (sec the value of 5.14% for Greek to
Baltic in Fig. 4) and Sanskrit (see value of 4.31% for Indic to Baltic in Fig.
4) were noted long ago by Franz Bopp, the founder of comparative linguistic
[3]. Overally, 37% of the considered words were affected by horrowing from
other language groups. The analogous results were obtained for the words of
the lexical category (36.9%) and functional category (37.1%).
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Fig. 5. Ten most frequent word exchanges between the [E language groups in terms
of (a) total numbers of transferred words, and (b) percentages of affected words by

group.

5 Conclusion

In this paper, we reconstructed a phylogenctic network of the Indo-Europcan
language family. The obtained network allowed us to represent the word bor-
rowing events that have an important influence on the evolution of the 1E
languages. We found that 37% of the IE words are affected by borrowing
from other IE groups. Very similar results were obtained for the lexical and
functional categories. This means that the word borrowing process does not
depend on the word category. However, the obtained result should be inter-
preted with caution because some of the word similaritics, even for words
belonging to different language groups, can be due to accidental resemblance.
We also found that the clusters combining the Indic and Iranian groups, and
the Celtic, Italic, French/Iberian, West/North Germanic groups have much
closer relationships that it is represcnted in the traditional IE trec (6]. This
may be the evidence of a much closer common ancestry between these two
clusters or of an intensive migration of the ancestors of the involved nations.
This finding is very appealing and can certainly bring more light to the cx-
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isting hypotheses of the IE language evolution, such as the Kurgan expansion
and the Anatolian farming hypothesis. In the future, it would be important to
carry out a more comprehensive words borrowing analysis based on the 850
words of the Basic English [9]. Basic English is an English-based controlled
language created by Charles Kay Ogden [9] (in essence, 2 simplified subset
of English) as an international auxiliary language. Such a new analysis could
help find more recent activities of borrowing. It would be also intercsting to
establish a parallel between cach of the determined high word borrowing ac-
tivities (see Figs. 3 and 4) and the historical events such as wars, migrations,
or important commercial trades between related nations.

References

1. Q.D. Atkinson and R.D. Gray. Curious parallels and curious connections: phylo-
genetic thinking in biology and historical linguistics. Syst Biol, 54:513-26, 2005.

2. J.-P. Barthelémy and A. Guénoche. Trees and Prozimity Representations, Wiley,
New York, 1991.

3. F. Bopp. A Comparative Grammar of the Sanskrit, Zend, Greck, Latin, Lithua-
nian, Gothic, German, and Slavonic Languages. Translated principally by Lieu-
tenant Eastwick. London: Madden and Malcolm, 1845-1856, 1867.

4. J. Diamond and P. Bellwood. Farmers and their languages: the first expansions.

Science, 300:597-603, 2003.

. L. Dyen, J.B. Kruskal, and P. Black. Comparativc IE Databasc Collected by
Isidore Dyen, http://www.ntu.edu.au/education/langs/ielex/IE-RATEL. 1997.
6. R.D. Gray and Q.D. Atkinson. Language-tree divcrgence times support the Ana-

tolian theory of Indo-European origin. Nature, 426:435-439, 2003.

7. V. 1. Levenshtein. Binary codes capablc of correcting dcletions, insertions, and
reversals. Soviet Physics Doklady, 10:707-710, 1966.

8. V. Makarenkov, A. Boc, C.F. Delwiche, A.B. Diallo, and H. Philippe. New effi-
cient algorithm for modcling partial and complete gene transfer scenarios. In V
Batagelj, H.-H. Bock, A. Ferligoj, and A. Ziberna, editors, IFCS 2006, Series:
Studies in Classification, Data Analysis, and Knowledge Organization, Springer
Verlag, 341-349, 2006.

9. C. K. Ogden. Basic English: A General Introduction with Rules and Grammar.
Publisher: Paul Treber & Co., Ltd. London, 1930.

10. M. Pagel. In Time Depth in Historical Linguistics In C. Renfrew, A, McMa-
hon, and L. Trask, editors The McDonald Institute for Archaeological Research,
Cambridge, UK 189-207, 2000.

11. K. Rexovd, D. Frynta, and J. Zrzavy. Cladistic analysis of languages: indo-
curopean classification based on lexicostatistical data. Cladistics, 19:120-27, 2003.

12. D.R. Robinson and L.R. Foulds. Comparison of phylogcnetic trees. Math Biosc,
53:131-147, 1981.

13. N. Saitou and M. Nei. The neighbor-joining method:a ncw method for recon-
structing phylogenetic trees. Mol Biol Evol, 1:406-425, 1987.

14. M. Swadesh. Lexico-statistical dating of prehistoric ethnic contacts: With spe-
cial reference to north american indians and eskimos. [n Procecdings of the
American Philosophical Society, 96:452-463, 1952.

15. J. Waterman. A history of the German language. U of Washington Press, 1976.

[



Makarenkov et al. BMC Evolutionary Biology 2010, 10:250
http//www.biomedcentral.com/1471-2148/10/250

BMC
Evolutionary Biology

METHODOLOGY ARTICLE Open Access

Weighted bootstrapping: a correction method for
assessing the robustness of phylogenetic trees

Vladirnir Makarenkov' ™, Alix Boc™, Jingxin Xie'", Pedro Peres-Neto?, Frangois-Joseph Lapointe®, Pierre Legendre®

Abstract

Background: Non-parametric bootstrapping is a widely-used statistical procedure for assessing confidence of
model parameters based on the empirical distribution of the observed data [1] and, as such, it has become a

common method for assessing tree confidence in phylogenetics [2]. Traditional non-parametric bootstrapping does
not weigh each tree inferred from resampled (i.e, pseudo-replicated) sequences. Hence, the quality of these trees is
not taken into account when computing bootstrap scores associated with the clades of the original phylogeny. As
a consequence, traditionally, the trees with different bootstrap support or those providing a different fit to the
corresponding pseudo-replicated sequences (the fit quality can be expressed through the LS, ML or parsimony
score) contribute in the same way to the computation of the bootstrap support of the original phylogeny.

Results: In this article, we discuss the idea of applying weighted bootstrapping to phylogenetic reconstruction by
weighting each phylogeny inferred from resampled sequences. Tree weights can be based either on the least-
squares (LS) tree estimate or on the average secondary bootstrap score (SBS) associated with each resampled tree.
Secondary bootstrapping consists of the estimation of bootstrap scores of the trees inferred from resampled data.
The LS and SBS-based bootstrapping procedures were designed to take into account the quality of each “pseudo-
replicated” phylogeny in the final tree estimation. A simulation study was carried out to evaluate the performances
of the five weighting strategies which are as follows: LS and SBS-based bootstrapping, LS and $BS-based
bootstrapping with data normalization and the traditional unweighted bootstrapping.

Conclusions: The simulations conducted with two real data sets and the five weighting strategies suggest that the
SBS-based bootstrapping with the data normalization usually exhibits larger bootstrap scores and a higher
robustness compared to the four other competing strategies, including the traditional bootstrapping. The high
robustness of the normalized SBS could be particularly useful in situations where observed sequences have been
affected by noise or have undergone massive insertion or deletion events. The results provided by the four other
strategies were very similar regardiess the noise level, thus also demonstrating the stability of the traditional
bootstrapping method.

Background

_—

In statistics, bootstrapping is a general purpose para-
meter estimation approach falling within a broader class
of resampling methods [1]. Bootstrapping allows one to
assess whether the data distribution has been jnfluenced
by stochastic effects. Non-parametric bootstrapping pro-
ceeds by generating pseudo-replicates of the observed
data. Each of the pseudo-replicated data sets is obtained
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by random sampling with replacement from the original
data set. On the other hand, parametric bootstrapping
involves sampling from a fitted parametric model,
obtained by substituting the maximum likelihood esti-
mator for the unknown population parameter.
Non-parametric bootstrapping is the most commonly
used robustness estimation method in phylogenetics
[2,3]. It is applied to evaluate the reliability of a phyloge-
netic tree by examining how often a particular clade, or
the corresponding branch, in the tree appears when the
original nucleotides or amino acids are resampled. The
tree inferring method used to reconstruct the phylogeny
from the original data should be carried out to infer the
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phylogenies from the resampled data. The frequency
with which a given branch is found represents its boot-
strap support (i.e., bootstrap score).

Different parametric bootstrapping procedures related
to phylogenetic analysis were proposed by Huelsenbeck
et al. [4], Swofford et al. |5] and Goldman et al. [6]. Para-
metric bootstrapping can be carried out when we assume
an explicit model of sequence evolution. In this case, the
original data are used to estimate the stochastic evolu-
tionary parameters, which may include the site-specific
rates of evolution, the distribution from which the rates
of evolution are drawn or the substitution probabilities
on each branch, characterizing the original data set.

In spite of concerns, controversy and confusion over
the interpretation of bootstrap scores [7-10], bootstrap
analysis has been playing a prominent role in many phy-
logenetic studies and will likely remain a key method for
assessing branch support of phylogenetic trees [11]. It is
often assumed, for instance, that the bootstrap support
of a branch represents the probability that this branch is
correct. However, this point of view is over-simplified
[12]. For example, in the case of the famous Felsenstein
zone quartet tree the maximum parsimony and UPGMA
methods converge to the wrong tree as the sequence
length increases, and thus both assign very high boot-
strap scores to the clades of the wrong phylogeny
[13,14]. The best way to interpret the bootstrap support
of a given clade is to consider that it indicates the prob-
ability that this clade would continue to be found if the
same phylogenetic inferring method was applied to
pseudo-replicated data having the same empirical distri-
bution as the original data set [12].

In this article we introduce two weighting schemes which
can be used to assign weights to each of the trees obtained
from pseudo-replicated data. One of them js based on the
LS estimate of “pseudo-replicated” trees, whereas the sec-
ond one proceeds by assessing bootstrap support of those
trees (i.e, carries out secondary bootstrapping). These two
weighting schemes can be used to correct the standard
non-parametric bootstrapping procedure that assign equal
weights to each of the phylogenies obtained from the
pseudo-replicated sequences. Such a correction will take
into account the quality of each pseudo-replicated phylo-
geny. The LS coefficient, as well as the ML function value
or the Maximum parsimony score, can be used as an esti-
mate of how close the distance matrix obtained from the
pseudo-replicated sequences (or the set of pseudo-repli-
cated sequences, in the case of ML or MP) is to the space
of trees. For instance, if it is located far away from this
space (i.e., this corresponds to a high value of the LS coeffi-
cient) compared to the other trees inferred form pseudo-
replicates, then a low weight should be assigned to this tree
(and to this pseudo-replicated data set). Alternatively, sec-
ondary bootstrapping can be performed to obtain a
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robustness estimate for each of the trees built from pseudo-
replicates. Each of the pseudo-replicated multiple sequence
alignments (PRA) obtained from the original data can be
resampled once again to obtain secondary pseudo-repli-
cated muitiple sequence alignments (SPRA) that can be, in
turn, used to assess the bootstrap support of the tree
inferred from PRA. In this way, an average bootstrap score
of internal branches of each pseudo-replicated tree can be
used to assign a weight to this tree. Thus, a higher average
bootstrap score of a “pseudo-replicated” tree will corre-
spond to a higher weight assigned to this tree.

This article is organized as follows. In the Methods
section, we present two weighting schemes, based on
the LS and secondary bootstrapping, used to assign
weights to “pseudo-replicated” trees. There we also dis-
cuss the possibility of normalization of the obtained tree
estimates. Then, in the Results section, we present the
simulation results for the traditional (unweighted) boot-
strapping and four different bootstrapping procedures
inducing weights, while considering two real data sets of
12 DNA sequences (Primate data set from [15]) and 32
protein sequences (PheRS sequences from [16]). [n these
simulations, we also compare the robustness of the
competing bootstrapping procedures by assessing their
performances under the condition when different
amounts of noise were added to the original data. The
Discussion section compares the proposed methods
with standard bootstrap correction procedures and
explains the rationale of our study. Finally, the Conclu-
sion section summarizes the introduced weighting
schemes and presents the ideas for future research.

Methods
Here we discuss four new weighting schemes which can
be used in bootstrapping to assign weights to the trees
obtained from pseudo-replicated sequences. Specifically,
the LS (least-squares) and secondary bootstrap score esti-
mates will be computed for each pseudo-replicated phy-
logeny. The normalized LS and normalized secondary
bootstrap score estimates will be also considered. All
these estimates can be used to generate weights of
pseudo-replicated trees. A “corrected” bootstrapping pro-
cedure based on the obtained weights will be presented.
Let X be a set of n taxa (i.e, objects, species) and A be
a multiple sequence alignment obtained for the taxa
from X. We assume that each sequence in A has {
nucleotides (or amino acids). The model of nucleotide
substitution that best fits the data can then be deter-
mined and the corresponding data correction applied. A
phylogenetic tree T can be inferred by a tree-building
algorithm (the Neighbor-Joining [17] algorithm was
used in this study to infer phylogenies). The standard
non-parametric bootstrap scores can be calculated using
the following procedure [2|:
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(1) I columns of A are randomly chosen with replace-
ments, giving rise to a pseudo-replicated sequence align-
ment PRA with n rows of / columns. This procedure is
repeated N times and a set of pseudo-replicated
sequence alignments PRA;, PRA,,.., PRAy is obtained.

(2) Phylogenetic trees Ty, Ty,..., and Ty are then
reconstructed from the pseudo-replicated alignments
PRA,, PRA,,..., and PRAx, by means of the same tree-
inferring algorithm that was used to build 7.

(3) The topology of the original tree T is then com-
pared to the topologies of the trees built from pseudo-
replicates. The bootstrap score of the branch & in T
(denoted here as bsy) is the percentage of time that & is
found in the set of trees T|, T5,..., and T. lt is com-
puted as follows:

bsy =( ZG.)XIOO%, where ¢; = o ifke B (0]

Z |-

& { 1, ifhe B

where B; is the set of internal branches of the tree T,
given by their non-trivial splits or bipartitions.

LS-based bootstrapping

The least-squares (LS) coefficient can be used to esti-
mate how well the given distance matrix D, obtained
from the multiple sequence alignment A using a specific
sequence-to-distance transformation, approximates the
patristic distance (i.e., additive distance or tree metric)
A between the leaves of the phylogenetic tree T
obtained from D using the selected tree-building algo-
rithm. In this study, the Jukes-Cantor distance [18] for
the DNA sequences and Kimura Protein distance [19]
for the amino acids were employed. The least-squares
coefficient, LS, between D and A is computed as follows:

=" (i, ) - 8 1)), @
o

where d(i,j) is the distance between the taxa i and j,
and &(i,j) is the patristic distance between the leaves
labelled by i and j in the phylogenetic tree T.

We propose to use the LS coefficient to assign indivi-
dual weights to all trees obtained from pseudo-replicated
data (Figure 1). Obviously, the smaller the value of the LS
coefficient, the better the phylogenetic tree fits the corre-
sponding distance matrix D. Instead of using equal
weights for all trees obtained from pseudo-replicated
data, as the traditional bootstrapping does, the following
four-step weighting scheme was adopted in this study:

1. Given the original sequence alignment A, we first
computed from it a series of N pseudo-replicated align-
ments PRA|, PRA,,.., and PRA, using the traditional
bootstrapping strategy. The Jukes-Cantor [18] evolution-
ary model was then applied to obtain the distance
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matrices M, PRM |, PRM,,..., and PRMy, from A, PRA,,
PRA,,..., and PRAy, respectively. Phylogenetic trees 7,
Ty, Ta,..., and Tn and the corresponding tree metric
matrices A, Ay, Ay,..., and Ay were calculated from
these distance matrices using Neighbor Joining [17].

2. The vector Is = {Is, | t = 1, 2,..., N}, comprising the
LS coefficients for all N trees obtained from pseudo-
replicates was then computed:

Is, = Y (A, ) - 8,6 1) 3
[

where d, (i, /) and &, (i, j) are, respectively, the dis-
tance between the taxa / and j in the pseudo-replicated
distance matrix PRM, and the patristic distance
between the leaves labelled by i and j in the tree ¢
inferred from PRM, (Figure 1). The maximum likeli-
hood (ML) and maximum parsimony (MP) estimates
can be used at this step as an alternative to LS. In the
case of maximum parsimony, multiple optimal trees
are usually generated for each replicate (note that mul-
tiple trees are possible with ML, although in practice
they are not typically recovered). The resultant multi-
ple pseudo-replicated trees can be treated in two fol-
lowing alternative ways: First, a consensus tree for
these multiple trees can be established (e.g., using an
extended majority rule) and then used in the computa-
tions in the same way that the unique NJ tree; second,
each of the obtained multiple pseudo-replicated trees
can directly contribute to the computation of the
weighted bootstrap scores, but the resulting weights
(Formulas 4-5) of each of those trees should be in turn
divided by the cardinality of the set of optimal trees
obtained for the considered set of pseudo-replicated
sequences.

3. At this step the weights of all trees,w = {w, | £ = 1,
2,.., N}, obtained from pseudo-replicates were computed
by solving the following system of equations:

N
;w( =N, @

wyxlsy =w, Xlsy = = wy Xlsy.

The solution of the system (4) is as follows (for any

t=1,. N

sx (Y [1—_) ®)

4. The LS-based bootstrap scores of the internal
branches of 7, denoted here as Is_bs = {Is_bs; | k = 1,
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2,.., m}, were then determined. The LS-based bootstrap
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Figure 1 LS-based bootstrapping. L.5-based bootstrapping: The LS coefficient can be used to assess the quality of phylogenetic trees obtained |

from pseudo-replicated sequence alignments. Lower values of LS carresaend to a better fit by a phylogenetic tre:

higher weights.

2 and are associateo with

score of the branch & in 7 was computed as follows:

original tree T and B, is the set of internal branches of

Is_bs), =

=1

N
.
(ﬁZw,a,)xlOO%, where o, =

1, ifke B,

0, ifke B, ©

where m is the number of internal branches of the

the tree ¢.

Normalized LS-based bootstrapping

Normalized 1.S-based bootstrap scores can also be com-
puted and used to estimate the robustness of a phyloge-

netic tree. The normalization of LS, which should in

most cases accentuate the difference between the LS
coefficients associated with the phylogenetic trees
inferred from pseudo-replicated data, was performed in
the following way:

Is,

= Min(ls). Isy,---,Isy)

norm _ls, =

Max(lsy, sy, -,

—Min(ls,,ls2,-~,ls,\4)' (

where norm_ls = {(norm_ls, | t = 1, 2,.., N} is the nor-
malized vector of the least-squares coefficients com-
puted after Step 2 (see the four-step weighting
procedure described above) and Min(ls,, Iss,..., Isy) and
Max(lsy, Is,,..., Isy) are, respectively, the minimal and
maximal values of the set {Is;, Is,,..., Isn} computed at
Step 2. Obviously, all the values of norm_Is, (¢t = 1, 2,..,,
N) are located in the [0,1] interval. Steps 3 and 4 were
then carried out as described above using the normal-
ized LS coefficients, and the weight of the tree ¢ was
computed as follows:

N
<1 @)
norm _lIs, X (z —)

] norm _Is,

Secondary bootstrapping
Secondary bootstrap scores can be also used to assign
weights to phylogenies inferred from pseudo-replicates.
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The weight of each phylogeny inferred from (primary)
pseudo-replicated sequences can be assessed as the aver-
age of bootstrap scores of its internal branches. A
pseudo-replicated sequence alignment PRA, (i = 1,.., N)
can be used to create Ns secondary pseudo-replicated
alignments SPRA;|, SPRA,..., SPRA ;. As in traditional
bootstrapping, the columns from PRA; can be randomly
chosen with replacements to create secondary pseudo-
replicates. Phylogenetic trees T;, Tjy,..., and Ty, can
then be inferred from the pseudo-replicated alignments
SPRA;), SPRA5,..., SPRA s and the tree T, inferred from
PRA;, using the same tree-building algorithm (Figure 2).
The topology of T, can then be compared to the topolo-
gies of the trees built from the secondary pseudo-repli-
cates. The bootstrap scores of all internal branches of T;
can be computed, and the average bootstrap score
(denoted here as ss;) characterizing the overall bootstrap
support of the tree T; can be estimated.

When either the ML or MP approach is used, possible
multiple optimal pseudo-replicated phylogenies can be
treated in two ways: First, the mean of their average boot-
strap scores can be taken into account in Formulas 9 and
10 and then their consensus tree in Formula 11; second,
each of the obtained optimal MS or ML pseudo-repli-
cated trees can directly contribute to the computation of
the weighted bootstrap scores but their resulting weights
(Formulas 9-10) should be divided by the cardinality of
the set of optimal pseudo-replicated trees.

The weights w = {w; | £ = 1, 2,..., N} of all the trees 7;
(i = 1,.., N) obtained from primary pseudo-replicates
can be computed by solving the following equation sys-
tem:

N
E w, =N,
(=1

w, _ w; _ _ Wy

) s, SN

The solution of the system (9) is as follows (for any

t=1,. N):

_ Nxss,

(issi)

i=1

wy

(10)

Obviously, the bigger the average secondary bootstrap
score assigned to a tree, the bigger the tree weight.

The bootstrap scores of the internal branches of 7 based
on secondary bootstrapping, and denoted as ss_bs =
{ss_bsi | k = 1, 2,..., m}, can then be calculated. Thus, the
bootstrap score of the branch & in 7 can be calculated as
follows:
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1< 1, ifke B

ss_bs, =(— x100%, where o, =¢ ———",
S5y = YO X100%, where o= § - TR

=1

where m is the number of internal branches of the
original tree T and B, is the set of internal branches of
the tree ¢.

Normalized secondary bootstrapping

As in the case of the LS-based bootstrapping, the nor-
malized secondary bootstrap scores can be computed
and used to estimate the tree robustness. The normali-
zation, which should emphasize the difference between
the average secondary bootstrap scores of phylogenetic
trees inferred from primary pseudo-replicates, can be
carried out in the following way:

58, — Min{ss;, 55,0+, 554)
Max(ssy, 55,0, 55 ) = Min(ss,, s, s55)

norm _ss, =

(12)

where norm_ss = {norm_ss, | ¢ = 1, 2,.., N} is the nor-
malized vector of the average secondary bootstrap scores
of primary pseudo-replicated trees T,..., Ty, and Min
(ss1, 551, ... ssn) and Max(ss;, 55y, ... Ssy) are, respec-
tively, the minimal and maximal values of the set {ss;,...,
ssy}. Then, the weight of the primary pseudo-replicated
tree ¢ can be computed as follows:
_ NXnorm_ss

i
w,=—x .

(Znorm_ss,-)

=1

(13)

Results

In this section we apply the four discussed weighting
schemes to examine two real data sets consisting, first,
of protein-coding mitochondrial DNA sequences for a
group of 12 Primate species [15] and, second, of 32
PheRS Synthetase amino acid sequences for a group of
32 organisms, including bacteria, archaea and eukarya
[16].

Data description

The first examined data set was originally described by
Hayasaka et al. [15]. The latter authors determined
nucleotide sequences of homologous 896-base fragments
of mitochondrial DNAs (mtDNAs) derived from four
species of old-world monkeys, one species of new-world
monkeys, two species of prosimians and five species of
hominoids. They then reconstructed a phylogenetic tree
for this group of 12 Primates. The internal branches of
this tree have very high bootstrap support, varying from
85 to 100% (see the Results section). This data set was
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also analyzed in a number of evolutionary studies
(20-23].

The second considered data set includes 32 PheRS
Synthetase sequences with 171 bases for 21 bacteria, 6
archaea and 2 eukarya organisms originally studied by
Woese et al. [16]. PheRS is the only class 1 synthetase
in the NUN codon group, and it has no close relatives
within that class. For both the a- and B-subunits of
PheRS, significant length differences distinguish the bac-
terial subunits from their archaeal counterparts. Woese
et al. |16] found that the AARSs were very informative
about the evolutionary process. The analysis of different
phylogenetic trees for a number of considered AARSs
revealed the following features: The AARSs evolutionary
relationships were mostly conform to established species
phylogeny; a strong distinction existed between bacterial
and archaeal types of AARSs; horizontal transfer of
AARS genes between archaea and bacteria was predicted
(see also [24]). In fact, PheRS shows classical canonical
pattern with the only exception being the spirochetes (i.
e., Borrelia burgdorferi and Treponema pallidum)
PheRSs. They are of the archaeal, not the bacterial
genre, and are closely related to the clade formed by the
archaea Pyrococcus horikoshii, Pyrobaculum aerophilum
and Sulfolobus solfataricus (see the Results section and
Figure two in [16]). The considered PheRS data set was
also studied intensively [24-33).

Distribution of the LS coefficients and average secondary
bootstrap scores

First, we examined the distribution of the least-squares
(LS) coefficients and secondary bootstrap scores (SBS)
for the Primate |15] and PheRS Synthetase |16] data
sets presented above (Figures 3 and 4, cases a-b). For
both original multiple sequence alignments (MSA), we
also created their “noisy” variants by modifying 10% of
the nucleotides for the Primate MSA and amino acids
for the PheRS MSA (Figures 3 and 4, cases c¢-d). The
noise-affected data were generated in order to investi-
gate how the LS and SBS functions change when the
uncertainty is introduced in the data. Figures 3 and 4
show the distribution of LS and SBS for the original (a)
and “noisy” (b) MSAs as well as for 100 pseudo-repli-
cated data sets obtained from each of them.

Figures 3a and 4a show that the LS coefficients corre-
sponding to the original MSAs (depicted by encircled
diamonds in both figures) are very low (e.g., the lowest
LS coefficient in Figure 4a is that of the original MSA).
This means that the original MSAs were generally much
closer to the space of phylogenetic trees than the
pseudo-replicated MSAs obtained from them. After the
addition of noise (Figures 3¢ and 4¢) the LS coefficients
corresponding to the original and pseudo-replicated
MSAs obviously increased, but the difference between
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them emphasized: The LS coefficient of both original
trees (Figures 3¢ and 4c¢) became the smallest ones in
both cases.

On the other hand, the average SBS corresponding to
the original trees (see the encircled triangles in Figures
3b and 4b) were not among the highest ones compared
to those of the “pseudo-replicated” trees. This means
that the original trees were not necessarily more robust
than their pseudo-replicated counterparts. After the
addition of noise (Figures 3d and 4d), the robustness of
the original and “pseudo-replicated” trees decreased as
expected. For the noisy data, the average SBS of the ori-
ginal trees remained only slightly higher than the mean
of the average SBS of the “pseudo-replicated” trees.

Simulation study

A simulation study was conducted to evaluate the per-
formances of the four introduced weighting strategies,
including the LS and SBS-based (original and normal-
ized) bootstrapping. The traditional bootstrapping
scheme, assigning the weights of 1 to all pseudo-repli-
cated trees, was also tested. The simulations were car-
ried out on the Primate [15] and PheRS Synthetase {16]
data sets discussed above.

In order to examine the robustness of each weighting
strategy, a simulation with “noisy” sequences was per-
formed. A random noise varying from 1 to 10% (with
the step of 1%) was added to both original MSAs (for
the Primate and PheRS data) to create the variants of
“noisy” data. To simulate noisy data in the aligned
sequences, we tested two experimental strategies. The
first strategy consisted of changing at random a fixed
percentage of nucleotides from the observed sequence,
whereas the second one consisted of the random elimi-
nation or addition of blocks of nucleotides (or amino
acids) of different sizes. In this section, we are present-
ing the combined results (with the 50/50% ratio) for
these two strategies detailed below.

Strategy 1. For a given noise percentage (NR%), each
nucleotide or amino acid of the original data set had the
probability of NR% to change its state. If the nucleotide
or amino acid x was chosen to be affected by noise, it
was replaced by a different nucleotide or amino acid. All
the other nucleotides or amino acids, different from x,
had an equal probability (1/3 for nucleotides and 1/19
for amino acids) to replace x in the MSA. The
sequences were not realigned after the addition of noise.

Strategy 2. For a given percentage of noise (NR%), the
random elimination or addition of blocks of nucleotides
(or amino acids) of different sizes (the block sizes were
selected randomly and varied from #*/*NR/2 to n*I*NR/
10 nucleotides or amino acids, where n was the number
of species and ! was the sequence length) was per-
formed. The elimination of blocks of nucleotides or
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amino acids imitates possible deletion events and intro-
duces new gaps in the multiple sequence alignment.
The addition of short sequences of nucleotides or amino
acids imitates possible insertion events.

The Seqboot program from the PHYLIP package [34]
was used to generate multiple resampled versions of the
original Primate and PheRS MSA. For each execution,
100 replicates of the original data sets were generated.
All the other parameters used were the default Seqboot
parameters. The Jukes-Cantor [18], in the case of
nucleotides, and Kimura Protein [19], in the case of
amino acids, sequence-to-distance transformations fol-
lowed by the Neighbor-Joining algorithm [17] were car-
ried out to infer phylogenetic trees. The five
bootstrapping strategies (4 relying of weights and the
traditional one) were tested on such noisy pseudo-repli-
cates. For each of the five strategies, the following mea-
sure, denoted here as least-squares bootstrap deviation -
Is_bd, was calculated as follows to assess the strategy
robustness:

m
Is_bd= Z(bsk —bsn,)2

k=1

(14)

where bs; is the bootstrap score of the internal branch
k in the original tree T inferred from the original MSA
(i.e., from the original Primate or PheRS data set), bsny
is the bootstrap score of the internal branch k in the
tree T, obtained from the original MSA affected by
noise, and 1 is the number of internal branches in the
original tree T (note that m was always equal to n-3,
where 7 was the number of species, for both Primate
and PheRS phylogenies).

Figures 5 and 6 report, respectively, the Primate [15]
and PheRS [16] phylogenies built with Neighbor-Joining.
It is worth noting that the Primate phylogenetic tree
(Figure 5) perfectly corresponds to that previously
obtained by Makarenkov and Legendre [21], whereas
the PheRS phylogeny (Figure 6) was different from the
tree obtained by Woese et al. [16] and Boc et al. [24],
using the ML methods. The most noticeable difference
between the presented N) phylogeny (Figure 6) and the
ML trees built by Woese et al. |16] and Boc et al. [24] is
that in the tree in Figure 6 the spirochetes (i.e., PheRSs
of the bacteria B. burgdorferi and T. pallidum) are not
specifically related to the archaebacterium P. horikoshii
(these three organisms form a 3-taxon cluster in the
trees shown in Figure two in {16] and Figure seven in
[24]). The bootstrap scores provided by the five compet-
ing bootstrapping strategies (i.e., traditional bootstrap
scores, secondary bootstrap scores, LS-based bootstrap
scores, normalized secondary bootstrap scores and nor-
malized LS-based bootstrap scores) were calculated for

263

Page 9 of 16

the original and noisy data and depicted in Figure 5 (for
the Primate data) and Figure 6 and Table 1 (for the
PheRS data). The results presented in Figures 5 and 6,
and in Table 1 demonstrate that the normalized second-
ary bootstrap scores were usually higher than the boot-
strap scores yielded by the four other bootstrapping
strategies, including the traditional bootstrapping
method. This trend was maintained for both original
and noisy data. On the other hand, the bootstrap scores
provided by the secondary bootstrapping, LS-based
bootstrapping, and normalized LS-based bootstrapping
were very similar to those obtained with the traditional
unweighted bootstrapping. For instance for the original
(and, respectively, for the noisy) PheRS data, the stan-
dard bootstrap scores were lower than those given by
the normalized secondary bootstrap scores strategy in
18 of 29 cases (24 of 29 cases for the noisy data), equal
in 9 cases (4 cases for the noisy data) and higher in only
2 cases (1 case for the noisy data). Thus, when a 10%-
noise was added to the data, the difference in the boot-
strap scores even emphasized. The indicated scores for
the original and noisy data, for each of the tested noise
percentages, were the averages calculated over 100
repeated calculations (for both primary and secondary
bootstrapping).

Moreover, Figures 7 and 8, representing, respectively,
the Primate [15] and PheRS [16] data, illustrate the dif-
ference in the following parameters between the five
bootstrapping strategies: Sum of bootstrap scores of
internal branches (Figures 7-8 a-b) and least-squares
bootstrap deviation (Figures 7-8 c-d). The latter para-
meter, computed according to Formula 14, can be
viewed as an indicator of the method’s robustness.
Indeed, the lower the method sensitivity regarding the
noise factor, the smaller the least-squares bootstrap
deviation. The results in Figures 7-8 are shown depend-
ing on the noise percentage (varying from 1 to 10%).
When observing the sum of bootstrap scores and the
least-squares bootstrap deviation curves, one can notice
that the normalized secondary bootstrap scores strategy
always provided the highest totals of bootstrap scores of
internal branches and the lowest Jeast-squares bootstrap
deviations regardless the noise level. For instance for the
Primate data set and the normalized secondary boot-
strapping, the least-squares bootstrap deviation, Is_bd,
between the noise-free and noisy bootstrap scores {For-
mula 14) was equal to 644.01, while for the traditional
bootstrapping, the Is_bd coefficient was much higher
and equal to 786.4. Alternatively, for the PheRS data set
and the normalized secondary bootstrapping, the Is_bd
coefficient was equal to 2279.19, while for the traditional
bootstrapping it was also much higher and equal to
2534.58. The additional simulations conducted with lar-
ger noise levels {when the noise factor varied from 10 to
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Figure 5 Primate phylogenatic tree with bootstrap scores. The !2-taxan Primate phylogenetc tree inferrec with Neighbor-ioining (17]. The

nucleotide sequences of 896-base fragments of mitcchondrial DNAs [15] were considired ana transformed into distances using the Jukes

Cantor transformation [18]. The bootstrap scores provided by the five considered bootstrapping strateqies are indicated above internal pranches. |

They are shown for the onginal and noisy data (the noisy data were obtamnea after the addi uences, they

35%; these results are not shown) confirmed the
observed trend.

Discussion

The controversial study conducted by Hillis and Bull
[35] claimed that the traditional bootstrap confidence
values used to assess tree accuracy are consistently
biased downward. As a response to Hillis and Bull [35],
Felsenstein and Kishino |36 argued that the phenomena
noticed in [35] are not the result of bootstrap use but
rather a result of summarizing the evidence for a given
clade using the associated p-values.

Later on, Efron et al. [37] introduced a method for
bias correction to estimate more accurate p-values for
topological inference through a correction based on
first-order p-values. The simplex of possible solutions is
partitioned into regions corresponding to different tree
topologies [37,38]. Efron’s study concluded that the con-
fidence values 7 obtained using the traditional Felsen-
stein’s bootstrapping are not systematically conservative
(i.e., not biased systematically downward) as was stated
by Bull and Hillis [35). Depending on the local config-
uration of the topological space around the actual tree,
the bias may be conservative or liberal. According to
Efron’s study [37], Felsenstein’s method provides a rea-
sonable first approximation to the actual confidence
levels of the observed tree clades. One interpretation of
non-parametric bootstrapping that is compatible with
Bayesian inference was also proposed [[37], page 7090]:
“In a Bayesian sense can be thought of as reasonable

Ta

are indicated between parentheses) The Bootstrap scores are indicated in the fallowing orcer: Standard
scores, LS-based bootsirap scores, normalized secondary bootstrap sceres (shown in bald) and no

1Slrap 4cores, seconaary od
LS-based oootstrap scores

tstrap |

v

assessments of error”. Efron et al. [37| defined another
type of non-Bayesian confidence level / (which can be
estimated by a two-level bootstrap algorithm), such that
a and | converge at rate 1/+/n, as the sequence
length n increases. The methods discussed in [37] and
[38] assess the curvature of the solution boundary,
which is used in an analytical correction formula to esti-
mate the magnitude of the shifted bootstrap
distribution.

In |38], Efron and Tibshirani introduced the “problem
of regions”. There, one wishes to know which of a dis-
crete set of possibilities applies to a continuous para-
meter vector. Efron and Tibshirani gave several
examples of problem of regions that appear in real
applications, including testing significance for model
selection and for the number of density peaks. They
concluded that, at some point, third-order and higher
terms may be necessary to obtain sufficiently accurate
confidence estimates [38]. Both of the latter studies used
weighting procedures. However, the weights described in
[[37] and [38]] are not applied to pseudo-replicated
trees, as in our study, but to the first-level bootstrap
vectors. The procedure of reweighting the first-order
resamples is carried out using a simple importance sam-
pling scheme |see the Bootstrap reweighting section in
38 and Equations 4.1-4.14 therein]. According to [38],
reweighting the first-order bootstrap samples converts,
from a Bayesian point of view, the flat-prior of a poster-
iori probability distribution of the related regions into
the appropriate Welch-Peers a posteriori probabilities.
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Table 1 Bootstrap scores comparison for the PheRS data set
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Branch number Scores for noise-free data

Std SB LS NSB

Scores for noisy data (10% of noise)

NLS Std SB LS NSB NLS
1 357 357 354 357 352 330 330 326 328 324
2 1000 1€0.0 100 100.0 1000 99.7 99.7 997 99.7 99.7
3 54.1 543 537 553 534 434 436 430 44.9 428
4 1000 1€0.0 1€00 100.0 1000 939 99.9 999 100.0 99.9
5 917 919 N8 9238 9.7 786 792 787 817 787
6 472 47.4 476 48.7 479 342 346 346 366 348
7 544 547 544 56.3 54.5 438 44.2 438 459 438
8 228 227 227 225 227 205 205 204 208 203
9 1€0.0 1000 1000 100.0 1000 1000 1000 100.0 1000
10 100 1€0.0 100 100.0 1000 998 998 99.8 998
1 989 98.9 990 99.0 930 953 955 96.0 956
12 939 998 999 99.9 999 97.1 970 975 970
13 68.2 €8.3 688 69.1 69.2 566 576 58.4 583
14 998 9.8 998 99.9 939 986 98.7 98.9 98.7
5 236 239 235 254 235 ‘it 158 17.3 160
6 453 456 455 47,0 456 32 324 33.7 324
17 51 5.1 50 52 50 24 25 238 25
18 663 668 670 68.9 674 505 510 54.6 514
19 63.2 632 635 63.3 63.7 54.7 550 55.5 553
20 55 55 56 5.6 57 27 27 238 27
21 26.1 26.2 261 26.9 26.2 199 200 21.0 200
2 22 22 22 22 23 12 12 13 13
23 332 335 328 347 327 25 0.2 232 211
24 214 215 212 22.2 212 107 106 11.6 107
25 1000 1C0.0 1000 1000 1€00 998 998 99.7 99.8 99.7
26 690 69.2 694 70.0 695 502 505 504 51.9 506
27 770 773 769 789 770 645 €49 645 66.9 646
28 31 EXN] 310 311 309 178 179 178 186 179
29 491 491 493 49.0

493 334 335 335 34 336

Comparison of bootstrap scores for the five bootstrapping strategies considered in this study. The comparison was made for all 32 internal branches of the
phylogenetic trees inferced from the original (i.e., noise-free) and noisy (with 10% of notse added) PheRS sequences. The branch numbers correspond to those
indicated in Figure 6. Standard bootstrap scores (Std), secondary bootstrap scores (SB), LS-based bootstrap scores (LS), normalized secondary bootstrap scores
(NSB, shown in bold) and normalized LS-based bootstrap scores (NLS) are reported.

Furthermore, the method introduced in this paper is
based on the gquality of pseudo-replicated trees
(expressed through the LS and SBS measures) used in
the classical Felsenstein’s bootstrapping, whereas the
Efron method [37], based on an iterative bootstrapping,
searches directly for the improvement of the bootstrap
scores robustness. It is worth noting that the second-
level bootstrap vectors considered in [37] (that are
somewhat analogous to the SBS considered in this
paper) are generated only for the first-level bootstrap
vectors located on the boundary of the clade whose
robustness is evaluated.

In their recent work, Gullo et al. [39] discussed the
usage of different weighting schemes for clustering
ensembles, including the problems of consensus tree
reconstruction and bootstrap support computation.
Clustering ensembles (i.e., consensus clustering or

aggregation clustering) have recently emerged as a
powerful tool to address traditional clustering issues
|39]. Given a data collection, a set of clustering solutions
(i.e., ensemble), can be generated by varying the para-
meter settings. Given a clustering ensemble (in our case,
the set of trees obtained from resampled sequences), a
major goal is to extract a consensus partition (in our
case, the original tree with a robust bootstrap support),
taking into account information avaijlable from the given
set of clustering solutions. Gullo et al. [39] provided the
justification for several weighting schemes to discrimi-
nate among the clustering solutions, including the one
adopted in the present study. Each of these schemes is
based on theoretical considerations on ensemble diver-
sity and computes the vector of weights w = (wy,..., wp)
in such a way that w, e [0; 1], for each i e [1,..,N], and
i‘,w, =1. The first of those schemes, called Single
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Figure 7 Sum of bootstrap scores and LS deviation for the Primate data set Sum of bootstrap scores of internal branches (cases a and b)
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Weighting (see Formula 4.4 in [39]), presents the most
intuitive way to weight each clustering solution (i.e.,
each pseudo-replicated tree in our case). The key idea
consists in computing each individual cluster diversity
measure (in our case, such a measure would be the LS
coefficient or the average SBS associated with each
pseudo-replicated phylogeny) and then in assigning
weights that are proportional to individual cluster diver-
sities. In fact, Formulas 5 and 10 used in our study to
determine the individual weights of pseudo-replicated

trees are analogous to Formula 4.4 in [39]. These for-
mulas represent the simplest and the most intuitive way
of introducing weights in bootstrap analysis. Most
research works focusing on clustering ensembles diver-
sity suggest selecting ensembles according to a maxi-
mum diversity criterion [40-42], which states that the
higher the ensemble diversity (i.e., the more variation
we have in the individual LS coefficients or in the aver-
age SBS), the better the accuracy of the consensus parti-
tion (i.e., bootstrap scores or consensus tree) extracted
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from the ensemble. Thus, in our study, the weights are
computed using a linearly increasing distribution, which
defines weights according to a maximum diversity cri-
terion. In the future, it would be also interesting to test
the other weighting schemes discussed in |39]. Specifi-
cally, a Normal distribution model that computes
weights according to a median diversity criterion (see
Formula 4.5 in [39]) along with the Group Weighting
(see Formulas 4.6-4.9 in [39]) and Dendrogram Weight-
ing (see Formula 4.10 and Algorithm 1 in [39]) models

could be tested in the framework of weighted
bootstrapping.

Conclusions

The traditional non-parametric bootstrapping is a com-
mon method for assessing tree confidence in phyloge-
netic analysis [2]. It generates and operates pseudo-
replicated (i.e., resampled) data sets having the same
empirical distribution that the original data set. How-
ever, traditional bootstrapping does not take into
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account either the “tree-likeness” of phylogenies inferred
from pseudo-replicated sequences (i.e., how well these
phylogenies fit the corresponding pseudo-replicated sets
of sequences) or the bootstrap support of those phyloge-
nies. In this study, we described four weighting strate-
gies allowing one to assign weights to the trees inferred
from pseudo-replicates, and thus to do away with one of
the limitations of traditional bootstrapping: The assign-
ment of equal weights to all “pseudo-replicated” trees.
In our approach, the weights of the trees inferred from
pseudo-replicates are assigned according to either the
LS estimate of this tree (i.e, how well it fits the pseudo-
replicated sequences) or to the average secondary boot-
strap scores {SBS) of the tree (i.e., the bootstrap scores
associated with the internal branches of “pseudo-repli-
cated” trees). The simulations carried out with two real
data sets and five weighting strategies, including the LS
and SBS-based bootstrapping, the LS and SBS-based
bootstrapping with the data normalization, and the tra-
ditional bootstrapping, suggest that the weighted boot-
strapping based on the normalized SBS usually exhibits
larger bootstrap scores and a higher robustness com-
pared to the traditional bootstrapping and the three
other competing methods. The high robustness of the
weighting strategy based on the normalized SBS makes
this strategy particularly useful in the situations when
the considered sequences were affected by noise or
underwent insertion or deletion events. Also, when large
numbers of replicates (>100) were considered, the per-
formances of the four other weighting strategies were
very similar, thus confirming the stability of the tradi-
tional unweighted bootstrapping.

An interesting way for the future investigation would
be the study of the proposed weighting schemes in the
context of establishing a consensus tree. For instance,
the Consense program of the PHYLIP package [34]
allows the user to introduce weights for each of the
input trees. Indeed, the average SBS or LS (original or
normalized) estimates of the trees (e.g., of the trees
obtained from the pseudo-replicated sequences) could
be used to compute the consensus tree (see also [43]).
In addition, a new way of computing a consensus tree,
which takes into account all individual bootstrap scores
of the internal branches of the input trees, could be
developed for the weighted supertree methods discussed
in [44].
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ABSTRACT

Many bacteria and viruses adapt to varying environ-
mental conditions through the acquisition of mosaic
genes. A mosaic gene is composed of alternating
sequence polymorphisms either belonging to the
host original allele or derived from the integrated
donor DNA. Often, the integrated sequence contains
a selectable genetic marker (e.g. marker allowing
for antibiotic resistance). An effective identification
of mosaic genes and detection of corresponding
partial horizontal gene transfers (HGTs) are among
the most important challenges posed by evolution-
ary biology. We developed a method for detecting
partial HGT events and related intragenic recombin-
ation giving rise to the formation of mosaic genes. A
bootstrap procedure incorporated in our method is
used to assess the support of each predicted partial
gene transfer. The proposed method can be also
applied to confirm or discard complete (i.e. trad-
itional) horizontal gene transfers detected by any
HGT inferring method. While working on a full-
genome scale, the new method can be used to
assess the level of mosaicism in the considered
genomes as well as the rates of complete and
partial HGT underlying their evolution.

INTRODUCTION

Horizontal gene transfer (HGT) (also called lateral gene
transfer) is one of the major mechanisms contributing to
microbial genome diversification. HGT is dominant
among various groups of genes in prokaryotes (1). The
understanding of the key role played by HGT in species
evolution has been one of the most fundamental changes
in our perception of general aspects of molecular biology
in recent years (2,3). HGT can pose several risks to
humans, including: cancer triggered by the insertion of

transgenic DNA into human cell, antibiotic-resistant genes
spreading 10 pathogenic bacleria, and disease-assoctated
genes spreading and recombining to creale new viruses
and bacteria (4). Two models of HGT have been con-
sidered in the literature (5). First, and the most popular
of them, is the traditional model of complete HGT. It
assumes that the transferred gene either supplants the
orthologous gene of the recipient genome or, when the
transferred gene is absent in the recipient genome, is
added to it (6). The second model is that of partial gene
transfer, implying the formation of ‘mosaic’ genes. A
mosaic gene is an allele acquired through transformation
or conjugation (e.g. from a different bacterium) and sub-
sequent integration through intragenic recombination into
the original host allele (7,8). The term mosaic stems from
the pattern of interspersed blocks of sequences having dif-
ferent evolutionary histories but found combined in the
resulting allele subsequent to recombination events. The
recombined segments can be derived from other strains of
the same species or from other more distant bacterial or
viral relatives (7,9). When the incoming DNA is signifi-
cantly different from the host DNA, mosaic genes can
express proteins with novel phenotypes (e.g. in the case
when the donor DNA derives from a different species or
genus). At the time of HGT event, horizontally transferred
genes reflect the base composition of the donor genome.
However, over time, these sequences ameliorate 10 reflect
the DNA composition of the host genome because the
genes affected by HGT are subject 10 the same mutational
processes that influence all genes in the host genome (10).

There is evidence thal mosaic genes are constantly
generated in populations of transformable organisms,
and probably in all genes (11). Mosaic genes have been
also observed in non-transformable bacteria butl normally
al a lower frequency. Zheng er al. (12) reported that
mosaic genes account for up 1o 20% of microbial genomes.
For instance, in the naturally compelent Neisseria species,
mosaic alleles have been observed for many genes, com-
prising those encoding surface antigens, IgA protease,
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housekeeping proteins and antibiotic targets (7,10). One of
the well-characterized examples of mosaic genes, resulting
from partial HGT events, are those that encode the
penicillin-resistant  binding proteins (PBPs) found in
Streptococcus pneumoniae. These high molecular weight
proteins are the lethal targets of the B-Lactams of penicil-
lin (10,13). Pneumococci, capable of between-species hori-
zonlal transfer, undergo, in all likelihood, even more
frequent within-species HGT which contributes to the de-
velopment of mosaic alleles (7).

While many methods have been proposed to address the
issue of the identification and validation of complete HGT
events (4,6,14-29), only two methods treat the problem of
inferring partial HGT and predicting the origins of mosaic
genes (30,31). However, neither of the latter two works
discusses the problem of robustness of predicted HGT
events or includes a Monte Carlo simulation study
which is necessary to test the method’s performances in
different practical situatjons.

In this article, we describe a new sliding window-based
method for predicting partial HGT events and subsequent
intragenic recombination. A sliding window approach has
been previously used for detecting recombination (32-36),
but none of these studies addresses the problem of
inferring partial HGT events. The RDP3 program (36)
remains, to date, the most comprehensive tool for
characterizing recombination events in DNA-sequence
alignments. A method for detecting intragenic recombin-
ation, called LikeWind, which is also based on a sliding
window procedure and on the inference of a phylogenetic
tree for cach fixed window position, was described in (33).
The main advantages of the method we introduce in this
article, over LikeWind and the other existing techniques
used 10 detect recombination, are that our method allows
one to detect the sources of transferred sequence frag-
ments and assess the robustness of the obtained
solution. A Monte Carlo simulation study was carried
out 1o test the ability of the proposed method 10 recover
correct partial HGTs depending on the number of gene
transfers and number of species considered (i.e. tree size).
In the *Results’ section, the new method is applied 1o
recover partial, and complete, HGT events in the
context of the evolution of the genes rbelL [data originally
considered in Ref. (37)] and »uU [data originally con-
sidered in Ref. (30)].

MATERIALS AND METHODS

A new method for predicting partial horizontal gene
transfer events

In this section we describe the main features of the new
method for inferring partial HGTs. The main steps of the
method intended to provide an optimal scenario of partial
transfers of the given gene for the considered group of
species, and thus predict putative intragenic recombin-
ation events and identify mosaic sequences, are summar-
ized below. The bootstrap validation will be performed for
each predicted partial transfer, and only the transfers with
significant bootstrap support will be included in the final
solution. A sliding window procedure will be carried out

to test different fragments of Lthe given multiple sequence
alignment (MSA). A method for detecting complete
HGTs will be carried out at each step 1o reconcile the
given species (ree and partial gene trees inferred from
the sequence fragments located within the sliding
window (each time its position is fixed).

Preliminary step. Let X be a set of species, MSA be a given
multiple sequence alignment of length /, and §;; be the
MSA fragment under examination located between the
sites ¢ and j (including both 7 and j), where 1 <i<j</.
Define the sliding window size w (w=/—i+1) and the
progress step size s. Infer the species phylogenetic iree,
denoted 7. Usually a morphology-based tree or a mo-
lecular tree based on 4 molecule assumed to be refractory Lo
horizontal gene transfer plays the role of the species tree.
For instance, 16S rRNA or 23S rRNA genes may also
undergo HGT, but they seem to do it at a relatively low
rate (38). The tree T must be rooted with respect to the
available evolutionary evidence. If no plausible evidence
for rooting T exists, the outgroup or midpoint stralegies
can be used (6). The tree rooting is necessary because it
allows us to lake into account the evolutionary
lime-constraints that should be satisfied when inferring
HGTs. These time constraints, which include the same
lineage HGTs as well as some criss-crossing transfers, are
imposed by the necessity for taxa involved in HGT to be
contemporaneous (6,18,20). Fix the sliding window size w
and the step size s. In our experiments, the window sizes of
/5, {4, I{3 and //2 siles and the sliding window progress
step of 10 sites were used.

Step k. Fix the position of the sliding window in the
interval |/, j. where i= l+sk—1) and j=i+w-1;
k also corresponds to the window rank (Figure 1). If
i+w—I>/and i+w—1—/>w/2, then j =/ otherwise
stop the algorithm here (i.e. short window sizes usually
lead to trees with low bootstrap support and hence to
doubtful HGTs). Infer a partial gene tree 77
characterizing the evolution of the MSA fragment
located within the interval [i, j]. In 1his study, the
PhyML method (39) was used to reconstruct partial
gene trees. Apply an existing HGT detection method to
infer an optimal scenario of partial HGTs associaled with
the interval [i, jl. Here we used the HGT-Detection
method described in Ref. (6) in the context of complete
HGT, but any other HGT inferring method can be carried
out instead. The HGT-Detection method was shown 10 be
faster and, in most inslances, as accurale as the popular
LatTrans (20) and RIATA-HGT (4) methods. Here, the
bipartition dissimilarity measure introduced in (6) was
used as an oplimization criterion. It takes into account
the degree of similarity between the topologically closest
subtrees in two phylogenetic trees and can be viewed as a
refinement of the popular Robinson and Foulds topo-
logical distance (40).

In addition, the following procedure for assessing the
reliability of obtained partial transfers (i.e. HGT boot-
sirap support), which takes into account the uncertainty
of partial gene trees as well as the number of occurrences
of the selected transfers in all minimum-cost HGT
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CAGGTACATGGACAACTGTATGGACTGATGGAQTAACAAGTCTTGACCGTTACAARGGACGTTG
TATCGAGCAGTTCCAGGTGAAGATAACCAATACGTTTGTTACGTAGCTTACCCAATCGATCTC
GAAGGATCHGTTACTAACCTATTCACTTCAATIGTAGGTAACGTATTTGGATTCAAGGCTCTAC
TACGTCTTJAGGATCTACGTATTCCTCCTGCTACTGTAAGACTTTCGTAGGACCTCCTCACGG

|

i Window size w

i

Muitiple sequence alignment (MSA) of size /

Figure 1. Partial genc tree is inferred using the sequences localed within the sliding window of size w. The PhyML mcthod (39) was used to
reconstruct partial gene trees. The HGT-Deteclion method (6) was then apphed to infer complele HGTs

scenarios found for the given pair of species and partial
gene trees, was carried oul. In the bootsirap procedure,
only the sequence data used 1o build the partial gene tree
T’, inferred from the sequences located within the sliding
window, were pseudo-replicated. The species tree T was
fixed and thus taken as an a priori assumption of the
method. We first executed our program with the exhaust-
ive search option providing the list of all minimum-cost
HGT scenarios. This option consists of verifying at each
step of the algorithm all possible HGTs that satisfy the
evolutionary constraints. Once the list of all possible
minimum-cost HGT scenarios for the trees 7 and 7’
was established, the HGT bootstrap score of each individ-
ual partial transfer was computed. Formulas | and 2 were
used 10 compute the bootstrap score HGT_BS of the
parual transfer r:

on{l)

HGTBS() = 5

x 100 %

/N (1)

12isMp \12kz N,

and
1, if the transfer 7 is a
part of the minimum-cost
scenario k for the gene tree T,
oxi(l) = : 2)

0, if not.

where Ny is the number of partial gene trees (i.e. number
of HGT bootstrap replicates) generated from pseudo-
replicated sequences and N is the number of minimum-
cost scenarios obtained when carrying out the algorithm
with the species tree T and partial gene tree 7. Among the
obtained partial HGTs, only the transfers with significant
bootstrap scores were retained. Obviously, a short window
size produced partial gene trees with much greater variabil-
ity, and hence lower bootstrap supports for HGT histories.

Final step. Establish a list of predicted partial HGT
events. Identify the overlapping intervals giving rise to
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the identical partial transfers (i.e. the same donor and re-
cipient and the same direction). Re-execute the HGT de-
tection method for all overlapping intervals (considering
their total length in each case) that support the identical
partial HGTs. If such partial HGTs are found again for
the sequence fragment located within the overlapped inter-
vals, assess their bootstrap support and, depending of the
obtained support, include them in the final solution or
discard them. If a window located in the middle of a
larger interval does not suggest the transfer that is
indicated (with a certain significant bootsirap support)
on the interval’s ends, the entire, larger, interval is tested
for the presence of significant HGTs.

The time complexity of the proposed method is as
follows:

(1 —w/2) "

O(r x ( p

(C(Phylo_Infy+C(HGT-Inf)))), 3)
where 1w is the size of the sliding window, s is the sliding
window progress step, C(Phylo_Inf) is the time complexity
of the tree inferring method used to infer phylogenies from
sequence fragments located within the sliding window,
C(HGT_Inf) is the tme complexity of the complete
HGT detection method used to infer HGTs for the
given species tree and partial species trees inferred from
sequence fragments located within the sliding window, r is
the number of replicates in boolstrapping.

Given that the time complexity of PhyML (39) is
O(pnw), where p represents the number of refinement
steps being performed, and the time complexily of
HGT-Detection (6) is O(tx»"), the exact time complexity
of our implementation is as follows:

o x =0 _S )

x (pw+1 x 1)), 4)
300

2507

200

Median gene size distribution
g

where » is the number of species, and 7 is the average
number of transfers found for a sequence fragment
located within the sliding window of size w.

For instance, the running time of the algorithm for the
numerical example considered in the Results section and
involving an MSA of 30 mur/ DNA sequences of length
384 sites, three different window sizes: 100, 150 and 200
sites, the advancement step of 10 sites and 100 replicates in
HGT and PhyML bootstrapping, was 4 min and 33 s when
executed on a PC computer equipped with the Intel Core
17-2635QM (2.0 GHz) processor and 4 Gb of RAM.

RESULTS
Simulation study

A Monte Carlo simulation study was conducted to test the
ability of the new method to recover correct partial HGTs.
We examined how the proposed method performs depend-
ing on the number of observed species and number of
generated partial transfers. First of all, we calculated the
distribution of median gene sizes of prokaryotic genomes
(Figure 2) considering 1494 complete microbial genomes
available in the GenBank database in April 2011 (for more
details, see: htip://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.
cgi). The "average median gene size’ (i.e. the average here
was laken over all calculated median gene sizes; Figure 2)
of a microbial genome was 268 amino acids (the standard
deviation was equal to 24 and the average size of a pro-
karyotic gene was 315 amino acids). The determined aver-
age median gene size of a prokaryolic genome was then
used as a benchmark for MSA length in our simulations.
Mention that the size of a transferred DNA fragment
varies from organism (o organism, and can be, in some
situations, larger than a single gene [e.g. it is in the range
5-10kb for some pathogenic bacteria; (41)]. Such longer

(L

130 160 170 80 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Median gene size of a prokaryotic genome {In amino acids)

Figure 2. Distribution of median gene sizes of prokaryotic genomes computed on the basis of 1494 complete microbial genoines available in April

2011 in the GenBank databasc [(46), for more details, see: hilp://www.nebi.nlm.nih.gov/genomes/Iproks.cgil.
ing to the graduation mark k of the abscissa axis represents the number of genomes whose median gene s

The height of cach column correspond-
zes arc localed in the interval [K-3; & +4].

For instance, the column corresponding 1o the mark 300 of the abscissa axis accounts for the genomes whose median gene sizes comprise between

295 and 304 amino acids.
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transferred fragments can be detected using the new
method by treating the complele genomes of involved or-
ganisms on the gene-by-gene basis. The most significant
among the oblained partial transfers can then be merged
to form longer sequence segments affected by HGT
Furthermore, any existing method for the identification
of complete HGTs (e.g. LatTrans, RIATA-HGT,
HGT-Detection) can be used to confirm or discard
complete HGTs detected by our method.

The simulation protocol included four main steps de-
scribed below. First, random binary species trees with 8§,
16, 32 and 64 leaves were generated using the procedure
described by Kuhner and Felsenstein (42). The branch
lengths of the species irees were generated using an expo-
nential distribution. Following the approach of Guindon
and Gascuel (43), we added some noise to the branches of
the species phylogenies in order to provide a deviation
from the molecular clock hypothesis. The trees yielded
by this procedure had depth of Oflog ()], where n is the
number of species (i.e. number of leaves in a binary phylo-
genetic tree).

Second, we carried out the SeqGen program (44) to gen-
erate random multiple sequence alignments of protein se-
quenees along the branches of the species trees constructed
at the first step. The SeqGen program was used with the
JTT model of proteins substitution (45). Protein sequences
with 268 amino acids (i.e. average median gene size of a
prokaryotic genome) were generated.

Third, having the sequences corresponding to the nodes
of each species tree 7, we, in turn, generated gene trees
with the same number of leaves by performing random
SPR (Subtree Prune and Regrafl) moves of its subtrees.
A model satisfying all plausible evolutionary constraints
was implemented to generale random HGTs. For each
species tree, 14 random SPR moves were performed and
different gene trees T", encompassing 1-4 partial HGT
events, were created. For each pene iree, the sequence
fragments involved in the transfer(s) were identified and
the corresponding sequence(s) in the subtree(s) affecied by
HGT were regenerated using SeqGen. Two different sizes
of transferred fragments, 89 and 134 amino acids, corres-
ponding respectively to one-third and one-half of the total
gene length, were tested in our simulations. The tests con-
ducted with two different transferred fragment sizes were
carried out separately. When more than one HGT was
generated, the sequence fragments affected by HGT
could overlap. Thus, the obtained MSAs, each MSA
included the sequences corresponding o the leaves of a
gene tree, comprised blocks of amino acids affected by
HGT.

Fourth, we carried out the new method for each gene-
rated species tree and the associaled set of MSAs affected
by partial HGT(s). The size of the sliding window was set
o 100 sites; 100 replicates of each partial gene tree 7" werce
generated to assess the bootstrap support of its branches,
first, and the support of the obtained partial transfers,
second. Partial gene irees whose average bootstrap
support was <00% were ruled oul from the analysis.
Among the obtained HGTs only the transfers with boot-
strap scores of 90% and higher were considered as signifi-
cant and retained in the final solution.

Nucleic Acids Research, 2011 5

Finally, we estimated the detection rate (i.e. true posi-
tives) and the false positive rate depending on the number
of species and generaled transfers. The obtained aver-
age performances of the new method are illustrated in
Figures 3 and 4. For each set of parameters (iree size;
number of generaled HGTs), 100 replicated data sets
were generaled. On the other hand, Figure 5 highlights
the difference between the average detection rate and
average false positive rale with respect to the number of
species. Figures 3 and 5a show that the best detection rates
for the transferred fragments of size 89 amino acids were
obtained for the 16-species trees. The results vary from
100% for one transfer to 69% for four transfers, giving
a 79.9% partial HGT recovery on average. The best
average false positive rate of 29.2% was oblained for the
32-species trees (Figure 5a). For the transferred fragments
of size 134 amino acids, the best resulls were obtained for
the 64-species trees (Figure 4). The average partial HGT
detection rate for this size of trees was 81.1% and average
false positive rate was 30.2% (Figure 5b). The average here
was computed from the results obtained for 14 generated
HGTs. Similar trends can be observed for the other tree
sizes. According 1o our additional tests, these results can
be improved by adjusting the simulation parameters with
respect 1o the nature of the studied sequences.

Mention that high false positive rate obtained for the
small trees (i.e. with 8 and 16 leaves) was mainly due to the
fact that multiple minimum-cost HGT scenarios (i.e. so-
lutions including the same minimum number of transfers)
often exist in the case when small phylogenies are affected
by several (e.g. 3 or 4) transfers (6, 20). For instance,
Figure QA6 (e) in (6) shows that in case of complete gene
transfers, we have only up 10 40% of chances 10 obtain the
same (correct) HGT scenario for 10-species trees and up lo
47% for 20-species trees (the results in Figure OA6 are
shown for the HGT-Detection and LatTrans algorithms).
In order 10 lower the false positive rate that is higher for
smaller trees (Figure 5), we conducled an additional simu-
lation. Note that the results presented in Figures 3-5 cor-
respond 1o the strategy in which any transfer with
bootstrap scores of 90% and higher found for at least
one fixed window position” was considered as significant.
Such a strategy allows for a high hit detection rate but is
also capable of generaling some false positives transfers.
We also considered algorithmic strategies where an HGT
was recognized as significant if and only if it was found for
‘at least 2, 3, 4 or 5 consecutive fixed window positions’.
Such consecutive windows were overlapping each other
because the window progress step of 10 sites was used in
our simulations. Figure 6 illustrates the evolution of the
average HGT detection rate (grey columns) and average
false positive rate (white columns) depending on the num-
ber of consecutive windows for all of which the same trans-
fer was detected. The averages here were taken over the
results obtained for all considered trees sizes (8, 16, 32 and
64-species trees) and 1, 2, 3 and 4 generated HGTs; 100
trees were generated and tested for each combination of
these parameters. The results presented in Figure 6 suggest
that the stralegy considering several consecutive windows
can be effective for decreasing the false positive rate, es-
pecially in the case of longer transferred fragments (i.e.
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Figure 3. Average HGT delection rate depending on the number of (ransfers (a), and number of species (c). Average (alse positive (FP) ratc
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trees with 8, 16, 32 and 64 leaves (cases a and b), and 1-4 HGTs (cases ¢ and d); 100 replicates were gencraled for cach paramncter combination.
The presented results were obtained with the sequences of length 268 amino acids (i.e. median prokaryotic genome gene size) und HGT fraginents of

89 amino acids (i.c. onc-third of the Lotal gene lenglh).

134 amino acids). Certainly, the improvement in the false
positives rate was oblained at the expense of the detection
rate. For the transferred fragments of 89 amino acids, the
false positive rate decreased from 37.6% to 21.3%, while
for the 134 amino acids fragments, it decreased from
394% 10 19.1%, for one and five consecutive windows,
respectively. The largest difference between the average
false positive and false negative rales was obtained with
one window, for the transferred fragments of 89 amino
acids (31.3%), and with three consecutive windows for
the fragments of 134 amino acids (44.0%). The lowest
average false positive rate of 5.3% was obtained, while
considering five consecutive windows, for 64-species trees
and 134 amino acids fragments. This means that for
longer transferred sequences and larger trees one should
look for a result confirmation over a few consecutive
window positions in order to validate the obtained trans-
fers. The option allowing for validating the obtained
HGTs for a series of consecutive window positions was
included in our software available al: hilp://www.lrex.
ugam.ca.

The presented simulation results suggest that the new
method can be useful for detecting partial transfers, and

thus for identifying mosaic genes, especially when large
irees and long sequence fragments affected by HGT are
considered. With smaller transferred sequence fragments
(i.e. one third of the total gene length), the best HGT
detection rates were found for the trees with 16 and 32
leaves, whereas with larger transferred fragments (i.e. one-
half of the total gene lengih), the best resulls were
oblained for 64-leaf trees. While, on average, the HGT
detection rates obtained for partial HGTs were slightly
lower than those obtained by the LatTrans (20) and
HGT-Detection algorithms for complete gene transfers
[see Figure OA6 in Ref. (6)], we should notice that the
problem of detecting partial HGTs is much more complex
than the problem of inferring complete gene transfers.
This complexity is due, first, to high similarity of short
sequence fragments located in the sequence blocks
affected by HGT and, second, to a possible overlap of
the latter blocks which can disguise real gene transfers.

Detecting partial transfers of the gene rbeL

First, we applied the new method to analyze the
Proteobacteria, Cyanobacteria and plastid data originally
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The presented results were oblained with the sequences of length 268 amimno acids (i.¢. median prokaryotic genome gene size) and HGT lragments of

134 amino acids (i.c. onc-hall of the total gene kength).

examined by Delwiche and Palmer (37). The latter authors
discussed the hypothesis of HGT of the rubisco genes ver-
sus the hypothesis of ancient gene duplication followed by
partial gene loss. Delwiche and Palmer (37) inferred a
maximum parsimony phylogeny of the gene rbcL (large
subunit of rubisco) for 48 organisms, including 42 taxa for
Form [ and 6 taxa for Form IT of rubisco. They pointed
out that the classification based on the gene rbcL con-
tained numerous conflicts compared to the classification
based on 16S ribosomal RNA and other evidence. The
aligned rbcL amino acid sequences comprising 532 bp con-
sidered by Delwiche and Palmer and reanalyzed in this
study can be found at: hup:/jwwwlife.umd.edu/labs/
delwiche.

To perform the analysis, we retained 42 of 48 organisms
from the original study: all the taxa of Form I of rbcL
were examined, whereas the 6 taxa of Form II, used by
Delwiche and Palmer (37) to root the gene tree, were dis-
carded. For the species Chromatium and Hydrogenovibrio
wwo different copies of the rubisco gene, denoted, respect-
ively, Chromatium A and L, and Hydrogenovibrio L{ and
L2, were considered in the original study. Thus, in this
example, the gene phylogeny comprised 42 organisms,
while the species phylogeny only 40. It is worth noting
that the new method was adapted to the case when the
species and gene trees have different number of leaves. The

ML tree of the gene rbcL inferred using the PhyML
method (39) is shown in Figure 7. This tree is very
similar to the maximum parsimony gene tree obtained by
Delwiche and Palmer (see Figure 2 in Ref. 37). The organ-
isms Pseudomonas and endosymbiont of Alviniconcha,
denoted as uncertain in Figure 2 of Delwiche and
Palmer (37), were later classified as B-proteobacteria.
The corresponding species tree (Figure 8, undirected
branches) was reconstructed and rooted using the appro-
priate information from the NCBI taxonomic browser
(46). Since in this study we were mostly interested in iden-
tifying the transfers between different groups of organ-
isms, we deliberately kept intact in the species tree, with
respect to the topology of the gene tree, the positions of
the organisms belonging to the same group. For instance,
the topologies of the clades of Green plastids,
Cyanobacleria, and Red and Brown plastids were identi-
cal in the gene and species phylogenies shown in Figures 7
and 8, respectively. A number of important topological
conflicts between the species and gene trees can be
observed. For example, there exists a large clade in the
gene lree with bootstrap support of 98% (Figure 6),
including one a-proleobacterium, three B-proteobacteria,
six y-proteobacteria and one cyanobacterium. Such topo-
logical conflicts can be explained either by frequent HGT
events (partial or complete) or by ancient gene duplication
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acids (i.c. median prokaryotic genome genc size) and HGT fragments
of: (a) 89 amino acids (i.e. one-third of the total gene length) and
(b) 134 amino acids (i.c. one-hall of the total genc lenglh).

followed by gene losses [these two hypotheses are not
mutually exclusive; see reference (37) for more details).
Below, we consider only the HGT hypothesis to explain
lopological incongruence between the species and gene
phylogenies.

Firsi, we carried out the HGT-Detection method for
predicting complete HGTs (6); the bipartition dissimilarity
criterion was used for optimization. The minimum-cost
transfer scenario with nine HGTs necessary to reconcile
the species and gene phylogenies is shown in Figure 8
(HGTs are depicted by numbered arrows). The optimality
of this solution was confirmed by the LatTrans algorithm
(20) based on the exhaustive search. The bootstrap support
of the obtained complete HGTs was also computed.

Second, we carried out the new method for predicting
partial HGTs. We used the sliding windows of the size
200, 300 and 400 sites with the progress step of 10 sites.
Partial trees corresponding 10 the subsequences located
within the sliding window were inferred using the
PhyML method (39) with the JTT model of proteins sub-
stitution (45). For the windows smaller than 200 sites, the
average bootstrap score of the branches of partial trees
was often smaller than 50% because of the strong similar-
ity between the examined amino acid sequences. The
HGT-Detection method (6) with the bipartition dissimi-
larity option was then performed to infer partial HGTs for
each position of the sliding window. As a final result, we

)
3

Gene length: 268 amino acids
HGT fragment length: 89 amino acids

Lhbe

Number of consecutive windows conlirming HGT
HGT tragment length: 134 amino acids

LLELL

Number of consecutive windows conlirming HGT

88 3

Average detection and FP rates o5
3 888

o

3

Gene length: 268 amino acids

5888883
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Figure 6. Average HGT detection rate {grey columns) and [lalse
positive ratc (while columns), computed over 1 4 gencrated transfers
and trees with 8, 16, 32 and 64 lcaves, depending on the number ol
consecutive windows confirming the same HGT, obtained for the se-
quences of length 268 amino acids (i.c. median prokaryolic genome gene
size) and HGT fragments of: (a) 89 amino acids (i.c one-lrd of the
tolal gene length) and (b) 134 amino acids (i.c. one-hall of the 1olal
gene length).

retained 10 partial transfers illustrated in Figure 9 (all
partial transfers with bootsirap scores lower than 60%
were discarded). Some of these transfers were indeed
complete transfers.

Thus, the proposed technique for inferring partial
HGTs allowed us 1o refine the results of a method predict-
ing complete transfers. Some of the detected complete
HGTs were confirmed (i.e. HGTs 2, 6 and 9), some of
them were discarded (i.e. HGTs 5 and & with low boot-
strap support), and some of them were reclassified as
partial transfers (i.e. HGTs 1, 3, 4 and 7). Moreover, the
three new (partial) HGTs were found (i.e. HGTs 10, 11
and 12). For instance, the rbcL gene of Chromatium L is
composed of the sequence polymorphisms stemming from
Hydrogenovibrio L1 {on the interval 130:230) and L2 (on
the interval 361:531) as well as from the original sequence
(on the intervals 1:129 and 231:360). Obviously, the boot-
strap scores of partial transfers, found for a part of the
MSA, were higher than the corresponding bootstrap
scores of complete transfers, found for the whole MSA.

The transfers shown in Figures 8 and 9 include one of
the main HGTs predicted by Delwiche and Palmer [see
Figure 4 in Ref. (37) and the following discussion]:
Between o-proteobacteria and Red and Brown algae
(complete HGT 2 with bootstrap support of 83.2%).
The exact transfer between Cyanobacleria and the
ancestor of - and y-proteobacleria (complete HGT 9
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Figure 7. ML tree of the gene rbcL for 42 bacteria and plastids infcrred from the rubisco amino acid sequences with 532 bases using the PhyML
method (39). Taxa classification based on 16S TRNA and other cvidence is indicated 1o the nght. Numbers above Lhe branches are their boolstrap

scores calculated using 100 replicates.

with 87.1% bootstrap support) was not predicted by
Delwiche and Palmer (37), but the latter study discussed
the possibility of a close ancient transfer between
Cyanobacteria and the ancestor of y-proteobacteria. The
obtained partial HGT scenario does not include, however,
any HGT from y-proteobacteria 10 «- and B-proteo-
bacteria hypothesized by Delwiche and Palmer (37). To
resolve multiple topological conflicts between the species
and gene phylogenies, our scenario relies on HGTs from
f-proteobacieria to o- and y-proteobacteria, and from o-
to f-proteobacteria.

Detecting partial transfers of the gene mutU

Second, we examined the evolution of the bacterial
mismatch repair (MMR) gene mutU of Escherichia coli
originally discussed by Denamur et al. (30). Denamur
et al. explored the hypothesis that MMR deficiency
emerging in nature has left some ‘imprint” in the bacterial
genomes and showed that individual functional MMR
genes, when compared to housekeeping genes, exhibit
high sequence mosaicism derived from different phylogen-
etic lineages. The E. coli MMR genes, mutS, mutL, mutH
and mutU (uvrD), and two control genes (mu: T and recD),
were partially sequenced from 30 natural isolates in order
to test the transfer hypothesis. Denamur er al. (30)

compared the obtlained gene phylogenies to the whole
genome reference tree and found numerous topological
conflicts that ranged from single (for muT) to multiple
(for murS). To test whether these topological conflicts
were due to HGT or tree reconstruction artefacts, the
latter authors applied the incongruence length difference
(ILD) method (47) and concluded that the MMR gene
trees, when compared to the whole genome tree, exhibit
significant incongruence due, most likely, to horizontal
gene transfer. Supplementary Figure §1 reports the hypo-
thetical partial borizontal transfers of the gene U
within the £. coli evolutionary tree found in Ref. (30).
Because of the highest level of mosaicism within MMR
genes, the strain ECOR 37 does not have a clear phylo-
genetic position within the E. coli stain phylogeny (see
Supplementary Figure S1, where this strain is not
included in the set of tree leaves).

The new method was applied on the MSA of the gene
mutU MMR, using three different window sizes: 100,
150 and 200 sites and the advancement step of 10 sites.
The total length of the mur/ MSA was 384 nt. The aligned
sequences of the gene murl/ that we examined can be
found at:  hup://www.info2.uqam.ca/~makarenkov_v/
mutU.txt. To build the murl/ tree, we used the HKY8S
(48) substitution model and the default settings of
PhyML. Because of the strong similarity belween the
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DNA sequences, multiple unresolved partial gene trees
were found. All partial gene trees whose average bootstrap
score was under 50% were ruled out from the analysis (i.e.
not treated by the HGT detection method).

Figure 10 presents the eight most significant transfers
inferred by the new method (the transfers whose bootstrap
support was greater than 40% are represented). For each
transfer, its direction, involved species, bootstrap support
and associated interval of the original MSA are depicted.

For instance. HGTs 1, 3 and 4, with bootstrap support
of 60%, 65% and 46%, respectively, correspond to three
similar transfers found by Denamur er a/. (30),
Supplementary Figure S2; in the latter study, an exact
analogue of HGT 4 was not determined, but a very
close transfer was found. HGT 2 detected by the new
method was also identified by Denamur e a/. (30), but it
goes in the opposite direction in that study. It is worth

noting that all eight transfers found by Denamur e al. (30)
were also predicted by the new method, but four of them
are not represented in Figure 10 as a consequence of their
low bootstrap support. We also found four new partial
gene transfers (HGTs 5, 6, 7 and 8) with high bootstrap
scores (63%. 94%, 75% and 70%, respectively).
Mention that the solution found by the HGT-
Detection method for inferring complete transfers (6)
included only HGTs 2 and 3 from Figure 10. The
other transfers found by HGT-Detection were different
from those represented in Figure 10 and usually had a
low bootstrap support.

DISCUSSION

We described a new method for predicting partial HGT
evenls followed by intragenic recombination and thus for
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identifying the origins of mosaic genes. To the best of our
knowledge, this relevant problem has not been properly
addressed in the literature [for instance, the two existing
partial HGT detection methods, (30) and (31), do not
include any validation of the obtained gene transfers or
Monte Carlo simulations). The proposed method is based
on a sliding window procedure that progressively analyzes
the fragments of the given sequence alignment. The size of
the sliding window should be adjusted with respect to the
existing information about the genes and species under
study. The use of smaller sizes of the sliding window
allows one to detect smaller partial transfers with a
better accuracy (i.e. HGTs affecting shorter intervals of
the given multiple sequence alignment), but this also in-
creases the running time of the method. For each fixed
window position, a corresponding partial tree is inferred
and a scenario of partial HGT events is determined by
reconciling the obtained partial gene tree and the given

species tree. A bootstrap procedure, allowing one o
assess the bootstrap support of partial HGTs by laking
into account the uncertainty of partial gene trees, was also
developed. Another advantage of the presented method
over the existing sliding window techniques used to
detect recombination (33-37) is that it also allows for de-
lecting the source (i.e. from which donor species the
transferred fragments arrived) of the transferred sequences.
The described method was included in the T-REX package
(49) available at: hitp://www.trex.ugam.ca.

Both examples considered in 1the ‘Results’ section
suggest that the new method can be also useful for con-
firming or discarding complete HGTs inferred by any
existing HGT detection method. Our study of the evolu-
tion of the gene rbcl for 40 species of Proteobacteria,
Cyanobacteria and plastids (37) and that of the
mismatch repair (MMR) gene mutU for 30 E. coli
strains (30) showed that most of the prediclted gene
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transfers (.. six out of eight for each data set) may have
been, in fact, partial HGTs. The conducted simulations
showed that with smaller transferred sequence fragments,
the best HGT detection rates were found for the trees
having 16 and 32 leaves, whereas with larger transferred
fragments the best results were obtained for 64-leaf trees.
The following general trend can be formulated when
analyzing the results presented in Figures 3-5: longer
transferred sequence fragments and larger trees provide
a much better HGT recovery and a smaller number of
false positives. The problem occurring when considering
short sequence fragments is that partial phylogenies
inferred from them usually have Jow bootstrap support,
and consequently provide a low confidence level of
detected HGTs. The simulation resuils also suggest that
in case of longer transferred sequences and larger trees one
should look for a result confirmation over a few consecu-
tive window positions in order to validate the obtained
transfers.

The results of crosses with either the same donor or the
same recipient show that recombination frequency de-
creases exponentially with increasing sequence divergence
(50). Thus, the recombination success is strongly depend-
ent on percent of nucleotide identity, which implies that
recombination breakpoints occur only in the most
conserved parts of a gene. This feature can be integrated
into the described method by considering a more compre-
hensive statistical model taking into account the sequence
divergence parameter. On the other hand, information
aboul the obtained partial HGTs and their bootstrap
scores can be incorporated in an extended evolutionary
model that takes into account horizontal gene transfer,

ancient gene duplication and gene loss (e.g. topological
incongruence giving rise o predicted partial andjor
complete transfers with low bootstrap support may be
due to ancient gene duplication followed by partial gene
loss). The determined bounds of iransferred fragments can
be examined in more details by comparing the correspond-
ing 3D conformations. The discussed method can be also
applied on a full-genome scale Lo estimale the proportion
of mosaic genes in each studied genome as well as the rates
of partial and complete HGTs between involved species.
Several relevant statistics regarding the position and func-
tionality of genetic fragments affected by horizontal gene
transfer along with the rates of intraspecies (ie. HGT
between strains of the same species) and interspecies (i.e.
HGT between distinct species) transfers can be estimated
using the discussed technique. An alternative approach
that can be also envisaged would be based on a Hidden
Markov Model applied along the given MSA with the
hidden state representing the HGT history of each con-
sidered sequence fragment. As any method of phylogenet-
ic analysis, the presented algorithm for detecting partial
gene transfers is subject to some artifacts. The main of
them are long-branch attraction, unequal evolutionary
rates and situations when possible HGT events almost
coincide with speciation events. In the future, it will be
important to investigate the impact of these artifacts on
the identification of mosaic genes.

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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GLOSSAIRE

ADN (acide désoxyribonucléique) : macromolécule constituée de deux chaines enroulées en
double hélice. Ses deux brins sont assemblés a partir de nucléotides. Chaque nucléotide
comprend un sucre, le désoxyribose, un phosphate et une des quatre bases azotées (adénine,
guanine, cytosine et thymine). L'ADN est le support de l'information génétique des

organismes vivants.

Alignement : opération qui consiste a disposer les unes en dessous des autres des portions de
séquences similaires en minimisant leurs différences (on peut aligner entre eux des génes
d'une méme famille multigénique ou des génes d'especes différentes). Si ces génes sont
homologues, les différences d'aminoacides ou d'acides nucléiques entre les séquences

actuelles sont le témoignage de mutations qui ont eu lieu dans le passé.

Aminoacide (acide aminé) : unité constitutive des protéines. Il existe 20 acides aminés
communs : alanine, arginine, asparagine, aspartate, cystéine, glutamine, glycine, histidine,
isoleucine, leucine, lysine, méthionine, phénylalanine, proline, glutamate, sérine, thréonine,

tryptophane, tyrosine et valine.

Archaea : les Archées ou Archaea (anciennement appelés archéobactéries, du grec archaios,
« ancien » et backterion, « baton ») sont un groupe majeur de microorganismes. Elles
constituent un taxon du vivant caractérisé par des cellules sans noyau et se distinguant des
Eubactéries (vraies bactéries) par certains caracteres biochimiques, comme la constitution de

la membrane cellulaire ou le mécanisme de réplication de 'ADN.

ARN (acide ribonucléique) : polymére linéaire dont la sous-unit¢ de base, un

ribonucléotide, contient le sucre ribose.



286

Bacteria : les bactéries appartiennent au vaste ensemble des microbes qui comprennent
également les virus, les champignons et les parasites. Microorganismes invisibles a I’ceil nu,
les bactéries sont constituées d’une seule cellule dépourvue d’un vrai noyau. Elles

contiennent un seul chromosome formé d’un long filament d’ADN.

Clade : vient du grec clados qui signifie aréte. Taxon strictement monophylétique, c'est-a-

dire contenant un ancétre et tous ses descendants.

Cognat : Les cognats, ou mots apparentés, sont des mots qui ont une origine commune. Le
terme peut désigner des mots d'une méme langue, ou bien (le plus couramment) des mots
dans des langues différentes. Par exemple, les mots nuit (en frangais), night (en anglais),
et nacht (en allemand) sont apparentés, car ils sont issus d'une méme racine indo-européenne.

De méme, les mots pére et paternel sont apparentés, car tous deux issus du latin pater.

Eucarya : les Eucaryotes (du grec eu, vrai et karuon, noyau) comprennent 4 grands régnes du
monde vivant : les animaux, les champignons, les plantes et les protistes. [Is constituent donc
un trés large groupe d'organismes, unis et pluricellulaires, définis par leur structure cellulaire

(noyau, ADN, cytosquelette, etc).

Extragroupe (outgroup): on dit aussi groupe extérieur ou encore “outgroup” tiré de
l'anglais. Groupe que l'on sait a priori placé en dehors d'un ensemble de taxons dont on

cherche les relations de parenté.

Horloge moléculaire (hypothése) : I’hypothése selon laquelle les molécules d'une méme
classe fonctionnelle évoluent régulierement dans le temps & un rythme égal dans différentes
lignées. Ainsi la quantité¢ des différences moléculaires constatées de nos jours dans des
séquences homologues d'espéces distinctes peut étre utilisée pour estimer le temps écoulé

depuis le dernier ancétre commun & ces espeéces (ou le temps de divergence).

Racine : le segment de aréte en amont du nceud du rang le plus important, définissant le
groupe extérieur (voir Extragroupe). En d'autres termes, c'est la position dans l'arbre du
groupe extérieur. La racine peut €tre considérée comme un point de référence pour

l'interprétation des caracteres : les états de caractéres de Il'extragroupe (outgroup) sont des
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états plésiomorphes, les états qui en différent sont apomorphes. Remarque : pour pouvoir
comparer aisément deux arbres, il faut les enraciner chacun avec la méme espéce ou avec le

méme taxon.

Taxon : ensemble des organismes reconnus et définis dans chacune des catégories de la
classification biologique hiérarchisée. En d'autres termes : contenu concret d'une catégorie.
Exemple : Canis lupus, le loup, est un taxon de rang spécifique (catégorie : espéce) ; les

canidés (Chien, Loup, Renard) constituent un taxon de rang familial (catégorie : famille).
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