BANQUES DE SEQUENCES POUR LA TAXINOMIE DES PHYTOVIRLS :
'ANALYSE FACTORIELLE DES CORRESPONDANCES APPLIQUEE A LA
CLASSIFICATION DES GEMINIVIRUS
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Résumé : Cet article présente un exemple d'utilisation des banques de données moléculaires,
comme source d'information, et de l'analyse factorielle des correspondances, comme
technique d'analyse, pour la recherche taxinomique, ceci dans un pays en développement.
L'application de cette technique statistique multivari€e a la classification des virus de plantes
permet de dégager des criteres taxinomiques cohérents basés sur la composition en acides
aminés, dinucléotides et codons de la protéine capsidaire. Ces critéres aboutissent & une
typologie pertinente du groupe des géminivirus, issue d'un algorithme ascendant de
classification hiérarchique.
I) INTRODUCTION
Base d'expression du génome, les séquences d'acides nucléiques et de protéines font I'objet
d'un enregistrement systématique dans le but de faciliter l'identification de nouvelles
séquences ou de pouvoir élaborer et tester certaines hypothéses sur l'organisation, la fonction
et I'évolution de ces molécules. Cet effort catalographique pour répertorier I'ensemble des
séquences moléculaires a débuté avec l'enregistrernent des séquences d'acides aminés au début
des années 60, le Dayhoff Atlas (Davhoff 1972) constituant I'exemple le plus connu de
répertoire moléculaire. La mise au point (Sanger & Coulson 1975) de méthodes rapides de
séquencage de 'ADN (approches shorgun, M13, ...) a provoqué une explosion du nombre
des publications. Pour les banques de données moléculaires, la publication de nouvelles
séquences d'acides nucléiques a constitué un facteur direct de croissance auquel est venu
s'ajouter la prolifération induite des séquences d'acides aminés obtenues par dérivation des
séquences nucléotidiques codant pour des protéines. La figure {1], concernant I'évolution au
cours de la décennie 80 du nombre de bases contenues dans la banque du Laboratoire
européen de biologie moléculaire (European Molecular Biology Laboratory - EMBL), indique
que cetie croissance posseéde manifestement un caractere exponentiel. Corpus de données
spécifiques a la biologie moléculaire, ces banques de séquences ouvrent des perspectives
intéressantes dans le domaine de la taxinomie numérique par l'originalité des approches
méthodologiques qu'elles suscitent et I'étendue des domaines a prospecter. Les principales
banques de séquences sont situées en Europe (EMBL), au Japon (DNA-JPDB) et aux USA
(GenBank, NBRF-PIR). Schématiquement, on classe les banques de séquences selon leur
contenu (nucl€ique ou protéique).
I1) LES BANQUES DE SEQUENCES
1) 1éi
1.1) EMBL
La Bibliothéque de séquences nucléotidiques (Nucleoride Sequence Library - NSL) de
I'EMBL est située a Heidelberg en Allemagne; fédérant I'ensemble des efforts européens, cette
banque fut constituée en octobre 1980 pour rassembler une collection fiable et exhaustive des
séquences d'acide nucléique; sa création visait & favoriser I'émergence d'une norme
susceptible de promouvoir I'échange des séquences au sein de la communauté des chercheurs
européens en biologie moléculaire; la premiére version disponible de cette banque fut
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el OOITICACAOC CAAAGBITACLT ONIO0GICART ATACCAOCAA COASCABOLT ClosTTaanAa
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1141 CADCICTAAT AACATTAIIA ATRCATATAA COCCTAACTE JICAASOIAL ARCAICACTA
170t AGYATTIAAA TCIRTTITAAA TAANTTCTICC CASARGLTAT CATCOATOIC BICCATACT!
1241 OORADTIOAD ARAATOCCETS TOOACATICCA RIOCTCTICCTY CANSTTOISN TISAACCTIEA
132 111GTARGIS STATRICCID ATOTIA0IOT AQAGOODATL CTICIACICTIS ARITAICTION
1381 AATANADOOR ATTTIBITALIC TCCCADATAT ROACSCCATT CICTELITOA ORCACASTRA
1441 IRDOITCCCC FOIDCATOAR TCCATTAITT CIBCAITCOA TBIO0AARLIATA IAIBQARALASR
1301 CCACANTIICA SOICAATTCO 1COCCTINIA ATROCTILTITIC QTTInecTol ICTQIOTT AN
1380 ACIIINATIAG ABNNNSNADT INABAARDAL BARITIILELA JTIATASAAND fCCARTICHT
IAZY IAUINOASTI® FITICLICIY TQICLONOSAR RACTLIATAG CIANCACCCY CIKCABNATY
1881 BLACAOLACLA AITOATHEAA TALCCICCEIIT ARTTIGAALT ReCTIICCOT ALTIACKNTY
1741 mMUIL20LCAA TCICTIIDAG CCCOCANTOAS TICIYICCAA tattICAACT TtaantAlte
1901 COQIGIOACA TCAICOATOA COITATACIC ARCCIISTIT! QGADIAAACCE TARARTIBOAS
VSR ATCCARATIOE CCOCTICAANT ARTTATOTO® OCCTIASTOAA CAABCCCACA TaBTILTINICC
Y921 COICCOMCIA TCOCCCICOA TONTAATACT ARATAQOICTIC 1CCBOCCACS CARACAOAACT

1TaR ) CIITCCARAA TAATTITICARD CCCATTOTCT CATCICATICT GOCACSTIIAS IARATEATAR
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7230 ACCICCTICIAR OCLACTICUAC COJCOACCIB CAAFICICCC CATRCAROAS FAICICCOIC
2201 T{10TCOATO TACOTCYIO0A COTCODAAQA COAYLITAQCT CTCIAAAINT TTOOATOORA
2741 ATORINCTAAG CTITOTINOOC RTACCAOOIC DAAOAATCATY I1DATITINAC ADCABIATTY
2140Y 1CCCICOAAC TOARMTAROLA COTDOANOTO ROOTIOCCCA ICTICAIOARR BCICTICIOCA
T4 NATTSIIALIO AAITITIEINT TAAYCONAGT DITIAJONCT (OTARTTICAD ARAQIOATIC
2330 TILIIINANE AAGUAOCALT OAQOATATNT AAOARARTAR 11TTT00CAT (IATITIOAAA
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Encadig 3. s¢quence d'une protdino capsidalio do géminivitus au fommuat CONALA,

EHEAY VLLUMY *lype Pralein
tirg Coost protain = heal dearf virus
DATE . 2A0~3xp-1967 *Saquance 30-Sap~1987 =leul I$-Dac-1989
rLACKHENT 1879.0 1.0 L t.0 1.0
souUncE Uhaetl duarf virus
ACCTETION AT3003\ A24336
AEFERLHCE tJequence translsted froa the 0/ saquance}
“nuthare fiocOomal? 3.1., flacenald H , Homlillon W 0 O ,
Crutts A W A, Buck k U,
»Jour nat L1804 (1983} 4:51473-3vs0
*Camaeni The oulhers treansieled the codorn HRY for resivue 3
ar Arg
connene Ihis virus Is o sander of lhe greup Oewinivirus,
SUPEAE ARILY *Hane meize slresh virus coel protain
XEVUOROS cost pretein
SWINAARY *Holeculer~saligth 29408 ®Langih 260 aChecksun 2083
FEQUENCE
3 10 13 20 23 20
THVITRXDESADKOKAKHEELEOL SCECRUN DAY VX
IARAXQAVR UV FPFOVKPPALCUFAYHULHRSOATN
SILUUBHYPAUDLI TCFAQOXAOHHAKH TR YUY
MLYXFHIQOTCYNBDASAPPF IQPURALYHULY
RIYRALPKQANPOAYDIFINPHRLLPSETUNT VU
IBIAANSHRFUVEAKXUTUYUNRLYTIDOARKXKVOSKT VD
MIGAVYHUVUVOXHIVOARKFFXOLAVTTEOHNNNT
AN 0D0K 10D IXKOALYLIBSTARGOVTODODSASRT
MIRFOVUVCAYTHAGCYFXAIOLQ
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Encadté 4 ; corpus des séquences de géminlvirus.

Acronyme  Phylovirus Typs Vacteur Numdre  Soutce
d'sccés

ACMV-KE Alfican cassava mosax virus 2c Mouche blanchs Joz2057  <13)
ACMV-HNG  Alrican cassava mosax virus 2c  Mouche-blanche A17095 10D

BCTV-US Beot curly lop virus te Cicadalie M24537 <14
BGMV.PR  Bean golden mosak virus 2¢  Moucha-blanche AMi10070 € 4)
BGMV-GA  Boan goldon mosak virus 2¢ Moucha-blanche cp < 83
B8GMV DR Bean galden mosaic vieus 2¢ Moucha-blanichs c.p. < 8)
CSMV-AU  Chlonis striate mosac virus 1c  Ccadslle M20021 ¢ V)
0SvV-vu Digitana sirash vinss 1¢  Cicadslis n.s. <2
MSV-NG Maiza stroak vy Tc Ckadalle X01633  ¢11)
MSV-ZA Maize stredk virus 1c Cuadels Yoo514 L B
LYAMV TH Munjy boan yullow masae virus 2 ¢ Mauchs Llanche cp <« 9
SqlGV US  Sguach dual ot vitus de Mauchn tlanche p [}
16V BRI Tomato goldua shosme vines 26 Mouthe blanthe Xozu2y ¢ 3)
WYLGV- Y Tomaio yellow ol et virus ¢ Mouthe blanche cp )
movi Tomato yollow leu! cint vius t¢  Moucha-blanche cp <122
WOV €S Wheat dwatl virus Yt Ccadelle ne. €16)
WDV SE Whaat dwad virus ic Cicadelis X02863 ¢ 7
Legonde i

1c 1 composant génomique 2c R composants génomiques

cp cotmuniston porsannaliy te. nun entyle

Lus numésos d'accas sonf ceux da la bangqus EMBL

La provenance géographiqua du vitus estindiquds par le code iSO du pays & deux fetires :

AU Ausiralie BR  Brésil

CS  Tchécoslovaquis DR Aépublique dominicaina
GA  Gualemala KE  Kanya

TL o srail NG  HNigdnia

PR Podo-Rico SE  Swuids

TH  Thaande Us  Etats-Uniz d'Amérique
YU  Vaavaw ZA  Aliiqus du Sud

Sourcos bibilographlquos des séquences do géminivirus .
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distribuée en avril 1982: cette banque utilise désormais le-systéme de gestion de bases de
données (SGBD) relationnel ORACLE. La référence extraite de la banque EMBL [Encadré 1]
concerne la séquence compléte du génome du virus de lamesaique en tirets du mais (maize
streak virus - MSV), un géminivirus 2 1 composant génomique; chaque séquence est
identifiée par un mnémonique (ID="GEMSVSXX") et un numéro d'accés (AC="Y00514"),
puis comporte, une date (DT) une définition (DE), des mots-clés (KW) et une classification
phylogénique (OC) servant i l'indexage, des commentaires (CC) annotant la séquence, des
références bibliographiques avec les rubriques auteur (RA), tire (RT) et publication (RL),
des caractéristiques (FT) signalant les différents cadres de lecture (Open Reading Frames -
ORF) et enfin la séquence primaire (SQ). - _
1.2) GenBank .

La Banque de données des séquences génétiques (Genetic Sequence Dara Bank -
GenBank) est produite par le Los Alamos National Laboratory (LANL) sous les auspices du
Deparmment of Energy (DoE) des USA qui en a confié l'exploitation commerciale 2 la firme
IntelliGenetics (1G); subdivisée en fichiers spécifiques selon les différents types
d'organismes, le schéma conceptuel des données de cette banque a €té restucturé dans le
nouveau contexte informatique caractérisé par l'introduction d'un SGBD relationnel
spécifique. La référence extraite de GenBank [Encadré 2] conceme la séquence du composant
A du virus de la mosaique dorée de la tomate (romato golden-mosaic virus-- TGMYV), un
géminivirus 4 deux composants génomiques; chaque séquence est identifiée par un
mnémonique (LOCUS="GETGMVA") et un numéro d'accés (ACCESSION="K02029"),
puis comporte une définition (DEFINITION), des mots-clés (KEYWGRDS): et une
classification phylogénique (SOURCE, ORGANISM) servant a l'indexage, des références
bibliographiques (REFERENCE) avec les rubriques auteur (AUTHORS), tire (TITLE) et
publication (JOURNAL), des caractéristiques (FEATURES) codifiant les” différents
signaux biologiques (e.g. la localisation de la protéine c¢apsidaire), des annotations
(COMMENT) sur les différents ORF de la séquence, et pour finir la séquence primaire
(SEQUENCE). '

2) Bangues protéigues -

Les principales ressources informationnelles dédiées & la collecte des séquences de protéines,
celles de la Narional Biological Research Foundation (NBRF) aux USA, du Martinsrieder
Institute fiir Proteinsequenzen (MIPS) en Europe et de 1'/nrernational Protein Information
Database (JIPID) au Japon, collaborent désormais au sein d'une structure coopérative
internationale, la Ressource pour l'identification des protéines (Protein Identification Resource
- PIR) afin de produire une banque de séquences protéiques unique. L'ensemble des
séquences de protéines connues est organisé au sein d'une hiérarchie fondée sur la similarité
des séquences et comprenant les niveaux suivants : super-familles, familles et sous-familles,

références et sous-références. La PIR est désormais diffusée dans le format CODATAL!
d'échange généralis€ pour les séquences. Chaque référence porrespondant & une protéine
[Encadré 3] comprend un identificateur univoque (ENTRY="VCCVWV"), un titre (TITLE),
la séquence primaire des acides aminés (SEQUENCE) et au moins la référence
bibliographique (REFERENCE) originale de la séquence, spécifiant les auteurs (#Authors)
et la publication (#Journal). D'autres descripteurs permettent de situer I'origine (SOURCE)
de la séquence et de la classer (SUPERFAMILY, PLACEMENT) dans la hiérarchie des
protéines; les mots-clés (KEYWORDS) servent 2 l'indexage-de la séquence tandis qu'un
résumé (SUMMARY) en donne les caractéristiques essentielles (e.g.
#Molecular-weigth="29408") Les principaux avantages du format CODATA sont sa

YL e Committee on Data Jfor Science and Technology est I'un des douze comités spécialisés créés par I'/nternational
Council of Scientific Unions (ICSU) en 1966 pour encourager la production et la diffusion de banques de données
scientifiques et techniques. Réuni a Paris en 1984, le groupe de travail intimlé Coordination of Protein Sequence Data
Banks a, dans un premier temps, recommandé l'wilisation d'un formiat commun pour les séquences afin d'en
promouvoir I'échange et la diswibution. Depuis, ces travaux ont abouti & une:proposition de norme (George, Mewes &
Kihara 1987).
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meilleure lisibilité pour I'opérateur humain (chaque information étant étiquetée par un
descripteur ou un sous-descripteur explicite (e.g. #Length="260"), et l'existence d'une
spécification formelle (George, Mewes & Kihara 1987) en BNFZ autorisant une conception
fiable et une élaboration aisée des logiciels d'interface avec les formats internes des différentes
banques de séquences.

3)  Acces aux banques de séquences

Notre équipe de recherche est actuellement dispersée sur trois continents : l'analyse des
données est réalisée en Afrique & 1'Université Nationale de Cote d'Ivoire (UNCI, Abidjan)
tandis que l'interprétation des résultats est effectuée par deux phytovirologues de 'ORSTOM,
I'un travaillant a I'Université Washington & Saint-I.ouis dans le Missouri (USA), l'autre au
Scottish Crop Research Institure 2 Dundee en Ecosse (Royaume-Uni). La figure [2] donne un
aper¢u du schéma de communication retenu dans le contexte d'un pays a revenu intermédiaire
de I'Afrique sub-saharienne disposant d'un réseau de transmission par paquets. L'accés aux
réseaux de la recherche s'effectue par I'intermédiaire du CIRCI (Centre Inter-régional de Céte
d'Ivoire), premier noeud africain du réseau EARN - European and Academic Research
Nerwork (Desbois & Vidal 1988) en utilisant une liaison synchrone transcontinentale
(protocole BSC, 9600 bauds) avec le CNUSC (Centre Nadonal inter-Universitaire Sud de
Calcul) de Montpellier (France), les passerelles créées sur le réseau EARN nous permettant
I'acces aux différents domaines (BITNET, JANET, EMBNet, ...) de l'inter-réseau qui nous
intéressent. Afin de parer a d'éventuelles défaillances, développer l'autonomie
informationnelle des chercheurs et aboutir & une diffusion plus large des usages, nous avons
expérimenté une solution alternative, plus légeére, ne requérant qu'un micro-ordinateur et un
modem en liaison asynchrone (acces sur le réseau téléphonique commuié en 300 et 1200
bauds) grdce a l'implantation récente du réseau ivoirien de transmission par paquets,
SYTRANPAC. La consultation des différentes banques de séquences (GenBank, EMBL,
NBRF-PIR) s'effectue alors en temps réel par l'intermédiaire du systtme BISANCE (Base
Informatique sur les Séquences de Biomolécules pour les Chercheurs Européens) implanté sur
le site du CITI2 (Centre Inter-universitaire de Traitement de I'Information 2)

I11) CLASSIFICATION DES GEMINIVIRUS

1) Le groupe des gémipivirus

Les géminivirus sont des virus de plantes qui possédent des virions isométriques de forme
géminée et dont le génome est constitué d'un ou deux brins d'ADN monocaténaire circulaire.
Le caractere gémin€ des particules fut décrit pour la premiére fois par Bock, Guthrie et Woods
(1974) & propos du virus de la mosaique en tirets du mais (maize streak virus - MSV). La
présence de molécules circulaires d ADN monocaténaire fut mise en évidence par Goodman
pour le virus de la mosaique dorée du haricot (bean golden mosaic virus - BGMY) en 1977.
Les géminivirus sont transmis aux plantes-hdtes soit par cicadelles, soit par aleurodes
(mouches-blanches). L'intérét majeur des géminivirus réside dans la nature (' ADN est une
molécule plus stable que 'ARN) et la taille (relativement courte - 2700 a 2800 nucléotides) de
leur génome. Pour la biologie moléculaire, ils constituent donc des modéles faciles & étudier et
des vecteurs potentiels de génes incorporables au génome des plantes qu'ils peuvent infecter.
2) L.a _composition en acides aminés de la protéine capsidaire

La protéine capsidaire est une macro-molécule, élément de base dont I'assemblage formera la
capside protégeant I'acide nucléique constituant le génome des virus de plante. La composition
en acides aminés (CAA) de la protéine capsidaire (PC) a été utilisée en 1969 par Gibbs ainsi
que par Tremaine et Argyle (1969) comme critére de classification pour les virus de plante
mais les résultats sont jugés peu probants, en raison sans doute d'un corpus trop restreint (66
virus pour Gibbs). Cepéndant, Fauquet, Déjardin et Thouvenel (1986a) ont montré sur un
corpus plus étendu (122 isolats issus de 23 groupes différents), que la CAA de la PC des
phytovirus permet de retrouver la spécificité des groupes de virus de plante définis par

2Backus-Naur Form, métalangage utilisé comme formalisme pour l'écriture des régles de syniaxe des langages conrext-
free. -
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I'ICTV3 (Matthews 1982). Une étude ultérieure (Fauquer Déjardin & Thouvenel 1986b)
portant sur 126 isolats, a mis en évidence une relation enwe la CAA de la PC et cemnains
critéres de classification tels que la structure des particules et le mode de wansmission. Nous
avons testé récemment la stabilité de ce schéma de classification sur un corpus plus étendu
comportant 174 isolats distincts (Fauquet & al. 1987). Enfin, poursuivant cet axe de
recherche, nous avons établi une typologie des phytovirus en batonnet (Desbois & al. 1989)
permettant de distinguer 'un nouveau groupe (furovirus) des groupes déja répertoriés
(hordeivirus, tobamovirus, tobravirus). Soulignons que ces différents corpus ne comprenaient
que des virus a ARN.
3) Le corpus des données
Afin d'établir une typologie semblable pour le groupe des géminivirus, nous avons réuni un
ensemble de 17 séquences nucléiques de la protéine capsidaire concernant 11 géminivirus
distincts [Encadré 4]. L'existence de séquences nucléiques permet de ne pas se limiter a la
composition en acides aminés et de constituer trois tableaux de contingence distincts :
i) KixJ1, croisant I'ensemble I des 17 isolats et I'ensemble J1 des 20 acides aminés, ol
k(ij") est le nombre d'occurrences de 'acide aminé j' au sein de la séquence i;
il) KjxJ2. croisant l'ensemble I des 17 isolats et l‘ensemble J2 des 16 dinucléotides, ol
k(i,j") est le nombre d'occurrences du dinucléotide j" au sein de la séquence i;
il) KIxJ3, croisant l'ensemble I des 17 isolats et I'ensemble J3 des 61 codons4 ol k(i,j'")
est le nombre d'occurrences du codon j™ au sein de la séquence 1.
autorisant ainsi l'analyse comparative des profils respectifs des différentes séquences pour leur
composition en acides aminé€s, en dinucléotides et en codons.
4) Les méthodes d'analvse
L'Analyse Factorielle des Correspondances (AFC) est une technique multidimensionnelle
développée par Benzécri et ses collaborateurs (1973) comme méthode exploratoire de
descnpnon statistique pour l'analyse des données. Elle permet de construire des
représentations graphlques des lignes (17 isolats-géminivirus) et des colonnes (respectivement
20 acides aminés, 16 dinucléotides ou 61 codons) d'un tableau de contingence : les
profils-lignes et les profils-colonnes correspondants sont projetés dans un espace factoriel de
dimension réduite. Des diagrammes ou graphiques-plans croisant les premiers facteurs
(correspondant aux axes de variabilité les plus importants) permettent alors d'étudier la forme
globale du nuage de points ainsi que leurs positions respectves. Chaque point-ligne représente
ainsi la composition du profil (acide-aminé, dinucléotide ou codon) de la PC d'un

isolat-géminivirus. La distance du xz entre deux profils-lignes donne ainsi une mesure de
I'éloignement ou de la proximité entre les PC des différents isolats. De plus, les diagrammes
réalisés, d'une part pour les points-lignes et d'autre part pour les points-colonnes, peuvent €tre
superposés de telle sorte qu'on puisse interpréter les agrégats homogenes de points-lignes au
sein du nuage des isolats (en tant que groupes putatifs de géminivirus) en termes de profil de
composition spécifique décrit par la position relative des points-colonnes (acide-aminé,
dinucléotide ou codon) vis & vis de ces classes. Les calculs ont €été effectués par le programme
(ANAFAC CORR) de la librairie ADDADS. Une classification ascendante hiérarchique
(CAH, Jambu & Lebeaux 1983) est ensuite effectuée sur des 7 premieres coordonnées
factorielles de I'AFC pour regrouper les isolats en classes homogegnes. Ainsi les dissimilarités

entre unités taxinomiques sont-elles définies par la métrique du x2. La contribution de chaque
acide aminé, dinucléotide ou codon a la distance totale entre deux profils-isolats distincts est

3 Comit 'mtemational pour la taxinomie des virus (/nternational Commintee on the Taxonomy of Viruses). LICTV
est organisé en "sous-comités spécialisés” chargé pour chaque groupe- -héte de virus (infectant les vertébrés, les
invertébrés, les plantes, les bactéries et les champ:gnons) de la mise en place de "groupes de travail" constitués
d'expents de différents pays, élaborant des propositions taxinomiques. LICTV publie régulierement une nomenclarure
permettant & chaque virologiste de disposer d'une base cohérente et actuafisfe de classification.

4 Les 3 codons "stop” (TGA, TAG, TAA) sont exclus de I'analyse. -

5 Association pour le Développement de I'Analyse des Données. 22 rue Charcot, Paris 75013.
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pondérée par la fréquence marginale respective de I'acide aminé, du dinucléotide ou du codon
dans la distribution considérée (propriéié de distance distributionnelle). Le critére
d'agrégation est la maximisation du moment centré d'ordre 2 (une variante de
I'algorithme de Ward introduite par Benzéeri en 1968) qui permet d'obtenir des classes
homogenes et bien séparées. Le taux d'inertie du noeud, rapport de linertie du noeud a
I'nertie totale, fournit une mesure de la distance entre classes variant de la valeur 0 (identique)
a la valeur 1 (différent); on l'interpréte comme un indice de dissimilarité entre les deux
précurseurs du noeud (ainé et benjamin). Comme test de validité, on utilise une procédure de
Monte-Carlo pour effectuer des simulations (au nombre de 10) en soumettant & I'algorithme

- ascendant de classification hiérarchique les tableaux de données obtenus par permutation

aléatoire des coordonnées factorielles analysées afin de comparer les taux d'inertie observés

aux taux d'inertie simulés. Les partitions significatives sont détectées selon la régle suivante :

les seuils d'agrégation observés doivent étre supérieurs aux seuils d'agrégation simulés

(Jambu 1978). Les calculs sont effectués par le programme (SIMCAH1) de la bibliothéque

ADDAD. ‘

5) Résultats

5.1) Le critére de la composition en acides aminés

L'examen des coordonnées factorielles de 'AFC de la CAA de la PC des 17 isolats révéle

immédiatement ([Figure 3}; graphique-plan F1xF2, espace des profils-lignes) une partition en

deux classes constituée : -

- d'une part de géminivirus a 1 composant génomique infectant des monocotylédones,
transmis par cicadelles (CSMV, DSV, MSV, WDV) et projetés du coté positif du premier
axe facroriel F1 (taux d'inertie : 44 %); les contributions 2 l'inertie de 'axe factoriel (indice
CTR) les plus importantes proviennent des isolats DSV-VU(14,5%), MSV-NG et
MSV-ZA (12,4% chacun) ainsi que du CSMV-AU (11%), la contribution des isolats du
WDV ¢tant plus faible (6% chacun), ce groupe contribuant au total & plus de 62% de
linertie de cet axe; ces profils sont bien représentés par leurs projections.sur F1 puisque
leur niveau de corrélation 4 I'axe est élevé (indice C026 variant de 0,74 a 0,45);

- d'autre part de géminivirus infectant des plantes dicotylédones,” transmis par
mouches-blanches et possédant 2 composants génomiques (ACMV, BGMV, TGMV,
SqLCV, TYLCV) projetés du coté négatif de 'axe F1; leur niveau de contibution est plus
modeste, variant de 8,9% pour 'ACMYV a 3,7% pour le SQLCV-US; les projections restent
assez fideles puisque les corrélations de ces profils a I'axe F1 sont assez élevées (I'indice
CO2 varie de 0,62 2 0,30 pour ces isolats). :

Les acides aminés caractérisant le demi-axe F1>0 ([Figure 4]; graphique-plan F1xF2, espace

des profils-colonnes) sont 'ALAnine , la THRéonine, la GLYcine et le TRyPtophane; leur

contribution représente environ 43% de l'inertie de 'axe F1 et leur corrélation 2 I'axe est
€élevée (I'indice CO2 varie de 0,69 a 0,54). Le demi-axe F1<0 est caractérisé par la

METhionine, L'ASparagiNe, I'HIStidine et la TYRosine, 'ensemble représentant environ

41% de l'inertie de I'axe avec des profils correctement représentés (l'indice CO2 varie de 0,73

a 0,49).

L'inertie de l'axe factoriel F2 (19%) est principalement constituée par la contribution du

BCTV-US (CTR=56,3%) dont le profil posséde un excellent niveau de corrélation & cet axe

(indice CO2=0,83) et dont la projection se situe du coté négatif de I'axe F2. Ce demi-axe

F2<0 est caractérisé par les acides aminés THréonine, METhionine et LY Sine totalisants une

contribution de plus de 37% a l'inertie de I'axe avec un niveau de corrélation des profils 2

I'axe F2 acceptable (CO2 varie de 0,62 4 0,35).

Signalons également que les profils les plus excentrés, de par leur contribution totale (indice

INR) a l'inertie du nuage des points-lignes, sont ceux des isolats BCTV-US (INR=13%),

DSV-VU (INR=12%) et CSMV-AU (INR=11%).

Les projections sur les axes de rang supérieur, dont le pourcentage d'inertie décroit

6 L'indice CO2 s'interpréte comme le carré d'un coefficient de corrélation.
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rapidement. ne bénéficient pas d'un indice de corrélation suffisant pour autoriser leur
interpréagon. '

La partition en deux classes des profils-lignes que nous avons décelée sur le premier plan
factoriel F1xF2, est mis en évidence par la simulation de Monte-Carlo réalisée & partir des
résuliats de l'algorithme ascendant de classification hiérarchique appliqué aux 7 premiéres
coordonnées factorielles des isolats ([Figure 5]; dendogramme issu de la CAH). Bien que les
seuils d'agrégation aux niveaux médians de la hiérarchie ne permettent pas de juger les
partitions correspondantes comme significatives, les agrégats observés au sein de la classe des
géminivirus transmis par mouches-blanches suggérent une logique de regroupement par
continents (Amérique : SQLCV, TGMV, BGMYV; Asie : MYMV, TYLCV-TH; Afrique et
Proche-Orient : ACMV, TYLCV-IL). Aux niveaux inférieurs de la hiérarchie, remarquons que
les différents isolats se regroupent au sein d'une classe spécifique a chaque virus
([ACMV-KE, ACMV-NG], [BGMV-PR, BGMV-GA, BGMV-DR], [MSV-NG, MSV-ZA},
[WDV-SE, WDV-CS]) a I'exception du TYLCV dont l'isolat thailandais s'agrége au MYMYV,
de méme provenance.

5.2) Le critéere de la composition en dinucléotides

L'analyse des résultats du tableau KixJ2 conduit & des conclusions similaires au plan des
profils-lignes [Figure 6] : une partition évidente en deux groupes des 17 isolats selon l'axe F1
(69% d'inertie) avec les géminivirus transmis par cicadelles projetés sur le demi-axe F1<0 et
ceux transmis par mouches-blanches sur le demi-axe F1>0, ainsi que la spécificité du
BCTV-US qui se manifeste sur l'axe F2 (10% d'inertie). Signalons que les isolats les plus
excentrés sont le CSMV-AU, le BCTV-US et les deux souches du MSV.

La figure [7] représente les différents nucléotides contribuant de fagon majeure & l'inertie des
axes F1 et F2 (les fleches indiquent le sens et la direction des contributions), dans un plan
factoriel cumulant prés de 80% de l'inertie totale du nuage des profils. La décroissance des
valeurs propres s'avére beaucoup plus rapide que dans l'analyse précédente et conduirt a
délaisser linterprétation des axes de rang supérieur dont l'inertie apparait trop faible pour nous
révéler des phénomenes significatifs. ' t

Au niveau du dendogramme issu de la CAH [Figure 8], nous retrouvons cette partition en
deux classes avec, toutefois, un taux d'inertie plus élevé (t = 0,565 contme t = 0,417 dans
l'analyse précédente). Signalons également de légéres discordances avec la hiérarchie
précédente aux niveaux inférieurs : ainsi les deux isolats du TYLCV se rouvent réunis, tandis
que le couple [TGMYV, SqLCV] s'agrége a la classe des ACMV plutdt qu'a celle des BGMV.
5.3) Le critéere de la composition en codons

La décroissance des valeurs propres de 'AFC du tableau Kjxj3, se révéle beaucoup plus
lente : ainsi, le premier plan factoriel Fi1x F2 ne totalise que 51% de l'inertie totale.
Cependant, on observe [Figure 9] toujours la partition des 17 isolats en deux classes selon
'axe F1 (36% de l'inertie) : les géminivirus transmis par mouches-blanches projetés sur le
demi-axe F1<0 et ceux transmis par cicadelles sur le demi-axe F1>0. Par contre 'axe F2
(15%de l'inertie) marque la spécificité de ' ACMYV; ses deux isolats, projetés du coté négatif
de I'axe, contribuent a plus de 64% de son inertie. La particularit¢ du BCTV s'exprime
désormais dans le plan factoriel F3xF4 cumulant environ 18,5% de l'inertie totale.

La figure [10] indique les associations de groupes de codons permettant de caractériser les
deux premiéres directions factorielles. Notons que pour certains acides aminés
(e.g. ARGinine, acide ASPartique, HIStidine, TYRosine) I'identité de la troisiéme base du
triplet utilisée pour coder I'acide aminé contribue & différencier les deux classes d'isolats selon
l'axe F1 : ainsi le triplet TAT-Tyr s'oppose-t-il au codon TAC-Tyr, le triplet AGA-Arg
contribue & l'axe F1 (demi-axe<0) tandis que le codon AGG-Arg contribue & l'axe F2 (demi-
axe<0), le triplet GAT-Asp (F1<0) s'oppose au codon GAC-Asp, CGT-Arg (F1<0) et
CGC-Arg (F1>0) sont projetés de part et d'autre de 1'axe F1, CAT-His contribue 2 l'axe F1
(demi-axe<0) tandis que CAC-His contribue a I'axe F2 (demi-axe<0).

Le dendogramme [Figure 11] montre un taux d'inertie plus faible (t = 0,386) pour la partition
en deux classes mais qui reste significatif selon les régles du test utilisé dans la procédure de
simulation. L'examen des niveaux inférieurs de la hiérarchie indique que I'ensemble des




isolats se regroupe au sein de classes spécifiques a chaque géminivirus. Dans cette analyse le

TGMYV, le MYMYV et le SGLCV forment un triplet qui s'agrége au couple des TYLCV.

6) i ion

Les conclusions de cette étude peuvent €tre résumées par les points suivants :

i) le consensus sur les typologies obtenues démontre la cohérence des trois types d'analyse
de la composition (en acides aminés, dinucléotides et codons) de la protéine capsidaire
pour le groupe des géminivirus;

ii) I'érude des profils respecnfs de composition de la protéine capsidaire en acides aminés, en
dinucléotides et en codons révele

» l'existence d'une partition des protéines capsidaires en deux classes
- d'une part, la classe G1 des PC représentant les géminivirus suivants [CSMYV,

DSV, MSV, WDV],
d'aurre part, la classe G2 des PC représentant les géminivirus suivants [ACMYV,
BGMYV, BCTV,MYMYV, SqLCV, TGMV, TYLCV];

« la spécificité de la protéine capsidaire du BCTV;

» l'homogénéité des isolats d'un méme virus relativement a ces trois critéres (a
l'exception du TYLCV, l'ensemble des isolats du corpus s'agrégent au sein de
classes spécifiques des virus dont ils sont les représentants);

+ l'usage différentiel, selon les deux classes G1 ou G2, de la troisiéme base du triplet
pour coder certains acides aminés.

Aprés avoir signalé que la majorité des géminivirus peuvent étre classés en deux

SOUS-groupes :

- d'une part, celui des géminivirus & 1 composant génomique transmis par cicadelles et

infectant les plantes monocotylédones,

- d'autre part, celui des géminivirus & 2 composants génomiques, transmis par mouches-

blanches et infectant les plantes dicotylédones,

Stanley et alii (1986) soulignent la nature hybride du BCTV qui possede lcs attributs du

premier sous-groupe au niveau de la vection (transmis par cicadelles) et du nombre de

composants (les auteurs ayant démontré l'infectivité du seul composant génomique décelé)
tandis que son organisation génomique et les plantes-hdtes qu'il infecte l'apparente au second
sous-groupe. Is proposent alors de le considérer comme le prototype d'un troisiéme
sous-groupe. La partmon en deux classes que nous avons obtenue s'accorde donc avec la
classificanon communément admise des géminivirus en deux sous-groupes et la spécificité du

profil de la protéine capsidaire du BCT V vient confirmer I'hypothése de Stanley et alii. Afin .

d'établir l'existence putative d'un troisieme sous-groupe, il conviendrait d'obtenir sinon les

séquences primaires des protéines capsidaires d'autres géminivirus, du moins leur
composmon en acides aminés.

De méme, I hypothese d'un facteur géographique de vanab;hte pour les géminivirus infectant

les dicotylédones, émise par Howarth et Vandemark (1989) a partir de la comparaison de

séquences de protéines associées a la réplication provenant de 16 isolats distincts de
géminivirus, bien qu'elle soit étayée par les regroupements continentaux signalés dans la
hiérarchie établie a partir de la composition en 20 acides aminés (cf. § 5.1), n'est pas
confirmée par les hiérarchies basées sur les deux autres critéres, composition en dinucléotides
et en codons; des analyses complémentaires portant sur un plus grand nombre d'isolats de
provenance diverses et incluant l'étude de la compositon des protéines associées 2 la
réplication permettraient de tester cette hypothése. Des séquences du génome d'autres isolats
“du TYLCYV seraient également nécessaires pour décider de la parenté de ses deux souches

(israélienne et thailandaise) et de leur relation avec la souche thailandaise du MYMV.
Enfin, la préférence différentielle de la troisi¢me base du triplet selon le sous-groupe
constituerait une illustration de la théorie de l'usage interspécifique du codon dans la stratégie
de codage du génome (Grantham, Perrin & Mouchiroud 1986) au niveau du sous-groupe dans
la classification des géminivirus. Pour vérifier cette hypothése, il conviendrait néanmoins de
confirmer ce résultat sur la base d'un corpus de souches et de géminivirus plus important et
d'étudier d'autres génes que celui de la protéine capsidaire.




IV) CONCLUSION

A linstar de ce qui a été éabli pour I'ensemble des phytovirus & ARN (Fauquet, Déjardin et
Thouvenel 1986a et 1986b), le profil de composition de la protéine capsidaire des
géminivirus, phytovirus & ADN, est en relation avec le critére du vecteur de transmission, cette
démonstration généralisant le résultat aux différents profils de composition (non seulement en
acides aminés, mais aussi en dinucléotides et en codons). De plus, I'AFC, de par les

propriétés de la métrique du x2 (distance distributionnelle), s'avére un outl tout & fait adapté a
1'étude des profils de composition de la protéine capsidaire, révelant un ensemble cohérent de
critéres taxinomiques pertinents pour la classification des géminivirus. La réalisation de ces
travauxa été rendue possible par I'acces aux banques de séquences protéiques et nucléiques.
Incidemment, le contexte de cette étude plaide pour I'aménagement de procédures et de
supports informationnels permettant a la communauté scientifique des pays en développement
une exploitation plus systématique des différentes sources d'information scientifique et
technique. Il souligne, en outre, la contribution centrale des réseaux télématiques de la
recherche 2 Ia collecte er a la diffusion de cette information scientifique et technique ainsi que
l'utilité manifeste pour la recherche dans les pays en développement d'infrastructures sub-
régionales de télécommunications. _‘
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