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RÉSUMÉ

En dépit de l’immense quantité de phylogénies moléculaires publiées ces deux

dernières décennies, la reconstruction de l’arbre des eucaryotes est loin d’être achevée.

Ceci est principalement dû au faible signal phylogénétique contenu dans les jeux de

données basés sur un petit nombre de gènes. Dans le but d’adresser des questions encore

irrésolues, mais clés dans l’histoire évolutive des eucaryotes, nous avons utilisé la

phylogénomique, une nouvelle approche qui cherche à combiner le signal contenu dans

une multitude de gènes pour augmenter la résolution des phylogénies.

Nos études ont permis d’élucider trois sujets longuement débattus. Premièrement,

les analyses basées sur 50 et 143 protéines codées respectivement dans le plaste et dans le

noyau confirment la monophylie des plastes ainsi que celle des eucaiyotes

photosynthétiques primaires. Ensemble, ces deux résultats supportent une origine unique

des plastes par l’endosymbiose entre une cyanobactérie et un eucaryote. Deuxièmement,

les phylogénies basées sur trois jeux de données comprenant respectivement 125, 50, et 33

protéines codées dans le noyau, dans le plaste et dans la mitochondrie placent l’algue

unicellulaire Mesostigma dans les streptophytes. Pour la première fois, les génomes des

trois compartiments cellulaires donnent des résultats congruents concernant la position de

cette espèce. Finalement, l’analyse de la concaténation de 170 protéines codées dans le

noyau a permis de situer pour la première fois deux groupes d’eucaryotes unicellulaires

considérés « primitifs », les jakobides et les malawimonadines, dans l’arbre des eucaryotes.

Ces études nous ont permis d’explorer le potentiel de la phylogénomique pour inférer

l’histoire évolutive des eucaryotes. Nous concluons que, pour résoudre les branches

profondes de l’arbre des eucaryotes, l’utilisation d’un grand nombre de gènes d’une

multitude d’espèces s’impose. D’autre part, les artefacts d’inférence phylogénétique sont

aggravés avec l’augmentation de la taille des jeux de données et des résultats parfaitement

résolus mais incorrects sont aussi possibles. En attendant le développement de meilleurs

modèles d’évolution, l’élimination sélective d’espèces et/ou de positions est une méthode

efficace pour augmenter le signal phylogénétique et d’éviter ainsi des conclusions erronées.

MoTs-cLÉS: Phylogénomique, erreur systématique, chloroplaste, mitochondrie, Plantae,

excavés, Mesostig ma, jakobides, malawimonadines, glaucophytes.
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ABSTRACT

Despite the large number of molecular phylogenies published during the last twenty

years, the reconstruction of the eukaryotic tree is far from being completed. This is mainly

due to the weak phylogenetic signal present in single or few-gene based datasets. In order

to address stiil unresolved but key events in the evolutionary history of eukaryotes, we have

used phylogenomics —a new approach that seeks to combine the signal existing in multiple

genes to increase phylogenetic resolution.

Three long debated issues have been deciphered by our studies. First, the analyses

based on 50 plastid and 143 nuclear encoded proteins conflrm, respectively, the

monophyly of plastids and of primary photosynthetic eukaryotes. Together, these resuits

support a single origin of plastids by the endosymbiosis between a cyanobacterium and a

eukaryote. Second, phylogenies based on three separate datasets of 125 nuclear, 50 plastid

and 33 mitochondrial encoded proteins, respectively place the unicellular alga Mesostigma

within the streptophytes. For the first time, the genomes of the three cellular

compartments give congruent results concerning the position of this organism. finally, the

analysis of the concatenation of 170 nuclear encoded proteins has positioned, for the first

time, two groups of so-called “primitive eukaryotes” (the jakobids and the malawimonads)

in the eukaryotic tree.

These studies are useful to explore the potential of phylogenomics to infer the

evolutionary history of eukaryotes. We conclude that the resolution of the deepest

branches in the eukaryotic tree requires the use of a large number of genes from a

multitude of species. On the other hand, phylogenetic reconstruction artifacts are

exacerbated in large datasets, and perfectly resolved but misleading results are also

expected. While waiting for the development of better models of evolution, the selective

removal of species and/or sites is an efficient approach to increase phylogenetic signal and

thus, to avoid erroneous conclusions.

KEYw0RDs: Phylogenomics, systematic error, chloroplast, mitochondrion, Plantae,

excavates, Mesostigma, jakobids, malawimonads, glaucophytes.
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Le but de cette section est de compléter les introductions inclues dans les chapitres I

à V et ne cherche, dans aucun cas, à les remplacer. Notamment, elle se focalise sur les

notions de base en phylogénie moléculaire et en évolution des eucaryotes qui ont été

omises ou sous-entendues dans les sections suivantes.

Dans la première partie, les principes de l’inférence phylogénétique sont résumés.

Nous exposons les différentes méthodes de reconstruction d’arbres avec une emphase

particulière sur les méthodes probabilistes et sur les modèles d’évolution de séquences.

Nous décrivons également les tests de comparaison de modèles et les moyens pour calculer

la robustesse des arbres. Finalement, nous parlons des deux types d’erreurs, stochastique

et systématique, qui affectent les analyses phylogénétiques. Ces concepts sont tous

importants pour comprendre les analyses phylogénétiques présentées dans les chapitres

suivants.

Dans la deuxième partie, nous nous focalisons sur l’évolution des eucaryotes.

Premièrement, une vue historique sur la classification des eucaryotes est présentée. Après,

nous décrivons chacun des groupes reconnus selon la vision actuelle de l’arbre des

eucaryotes, se focalisant sur les Plantae et sur les excavés, les deux ensembles étudiés dans

ce projet. On se concentrera sur les apports de la phylogénie pour résoudre certaines des

branches de l’arbre des eucaryotes et sur les questions qui restent encore à éclaircir.
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1. L’inférence phylogénétique

1.1. Les données

1.1.1. Homologie et analogie

L’inférence des liens de parenté entre les espèces requiert la définition d’un

ensemble de caractères comparables à travers tous les organismes étudiés. Ces caractères

doivent être homologues, c’est-à-dire hérités d’un même ancêtre (Owen, 1843). Il est

important de ne pas confondre homologie et similarité. En effet, il existe des caractères très

différents mais homologues et des caractères très similaires qui ne partagent pas d’ancêtre

commun (Fitch, 2000). Ces derniers sont dits analogues. Un exemple d’homologie sans

similarité est illustré par les membres supérieurs des grenouilles, des oiseaux, des lapins et

des lézards qui, malgré leurs différences significatives, partagent le même ancêtre (Figure

iA). Un exemple du cas opposé sont les cactus et les plantes succulentes, tous les deux

caractérisés par de grosses branches remplies d’eau et couvertes d’épines (Figure iB) bien

qu’ils ne soient pas groupes frères —les cactus sont plus proches du gazon commun et les

plantes succulentes, de l’oeillet. La distinction entre homologie et analogie est donc cruciale

dans toute étude évolutive.

Les caractères morphologiques ont été largement utilisés pour inférer des arbres

phylogénétiques représentant l’évolution des espèces. Maintenant, avec l’accès grandissant

aux séquences génomiques, il est possible d’étudier les liens de parenté entre les

organismes en comparant leurs séquences protéiques ou nucléiques. Cette approche a de

nombreux avantages par rapport à la comparaison de caractères morphologiques: (j) le

nombre d’états de caractère est fixe (quatre nucléotides et vingt acides aminés) et ceux-ci

peuvent être comparés à travers tous les organismes vivants, que ce soient des animaux,

des plantes, des bactéries ou des virus, ce qui est impossible avec les caractères

morphologiques; (ii) l’évolution des protéines et des séquences nucléiques suit un patron

plus ou moins régulier qui permet l’utilisation de modèles mathématiques pour formaliser

leurs changements; et (iii) les génomes de tous les organismes sont composés de très

longues séquences nucléiques fournissant une immense quantité d’information,

surpassant celle fournie par les caractères morphologiques (Nei et Kumar, 2000).
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Hérité de la biologie évolutive classique, le concept d’homologie s’applique

également aux séquences nucléiques et protéiques. Une étape fondamentale et

préliminaire à toute analyse phylogénétique utilisant des données moléculaires est

l’alignement, qui consiste à définir les positions homologues entre toutes les séquences. De

nombreuses méthodes d’alignement de séquences ont été développées (Wallace,

Blackshields et Higgins, 2005), mais, malheureusement, l’assignement d’homologie reste

parfois impossible. Par exemple, dans les régions très divergentes qui ont subi des

insertions et/ou des délétions, il est parfois impossible de déterminer quels sont les

nucléotides ou les acides aminés homologues (Figure 2). Dans de tels cas, les régions

d’homologie ambigu doivent être éliminées avant de procéder à l’analyse phylogénétique

(Castresana, 2000).

A B

bird

Figure r Homologie et analogie

A: Les membres supérieurs des grenouilles, des oiseaux, des lapins et des lézards sont homologues, car ils

dérivent des membres supérieurs de leur ancêtre, l’Eusthenopteron. B: Les grosses branches remplies d’eau et

couvertes d’épines des cactus (p. ex., ChoÏÏa) et des plantes succulentes (p. ex., Hoodia) sont analogues, car

elles n’étaient pas présentes chez leur ancêtre commun, mais ont été acquises indépendamment.

Source: http://evoution.berke1ey.edu/evo1ibraIy/search/topicbrowse2.php?topic_id=55

lizard
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1.1.2. Orthologie, paralogie et xénologie

L’orthologie, la paralogie et la xénologie sont trois cas particuliers d’homologie. Il est

important de savoir que, quand on s’intéresse à l’évolution des espèces, les gènes (ou

protéines’) qui sont utilisé(e)s pour l’inférence phylogénétique doivent être orthologues.

Par définition, les gènes orthologues et paralogues sont respectivement issus d’événements

de spéciation et de duplication (Fitch, 1970), ce qui explique pourquoi seulement les

orthologues représentent l’évolution des espèces. Par exemple, considérons un gène qui a

subi une ou plusieurs duplications dans l’ancêtre d’un groupe d’espèces de tel manière qu’il

existe autant d’arbres phylogénétiques que de copies de ce gène, chaque arbre reflétant

l’arbre des espèces (Figure 3A). Supposons maintenant qu’une seule copie est retenue pour

chaque individu; alors, la majorité des arbres obtenus seront différents de l’arbre

représentant l’évolution des espèces (Figure 3B). Par conséquent, l’identification des gènes

orthologues et paralogues est cruciale dans l’interprétation des résultats des analyses

phylogénétiques.

Régions d’HOMOLOGIE ambigué

Cyanid ium
Chondrus
Porphyra
Mesostigma
Reclinomonas
Prototheca
Nephroselmis
Marchantia
Chara

I r

ReglonsHOMOLOGUES

Figure 2 : Homologie dans les alignements

Alignement de la sous-unité 3 de la NADH déshydrogénase mitochondriale illustrant la distinction entre les

régions d’homologie certaine et ambiguè. Gris clair: Régions où l’assignation d’homologie est possible pour

chaque position; gris foncé: régions où l’assignation d’homologie est pratiquement impossible; on parle ici de

régions alignées de façon ambiguè.

1 Les termes gène et protéine seront souvent utilisés sans distinction à travers le texte.
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A Homologues

Figure : Orthologie et paralogie

A: Une duplication d’un gène ancestral a donné lieu à deux copies, n et [3, et celles-ci ont par la suite subi des

spéciations. Tous les gènes n sont orthologues entre eux, alors qu’ils sont paralogues par rapport aux gènes [3,

et vice-versa. Tous les gènes (orthologues et paralogues) représentés dans cet arbre sont homologues entre eux

car ils partagent le même ancêtre (nommé ici «gène ancestral »). B: Lorsqu’on infère un arbre qui n’inclut que

des orthologues (n ou f3), la vraie phylogénie des espèces est obtenue; par contre, si par exemple les copies n de

la souris et de l’humain et la copie 13 du singe sont absentes (soit qu’elles ont été perdues ou pas encore

séquencées), la phylogénie inférée ne représente pas l’évolution des espèces.

Ortho. iues Paralogues Orthologues

Çouris a humain a {sine a singe humain f3 souris f3

‘L \

Gène ancestral

B

(souris u humain u singe singe f3 humain f3 souris f3
singea humain f3 souris f3

En plus des de gènes paralogues, les de gènes xénologues, c’est-à-dire ceux issus d’un

transfert horizontal de matériel génétique entre deux espèces (Gray et Fitch, 1983),

peuvent aussi fausser l’inférence de la phylogénie des espèces. D’ailleurs, la xénologie non

détectée est un des phénomènes ayant le plus d’impact négatif dans la reconstruction

phylogénétique. Tel qu’illustré dans la Figure 4, l’inclusion de gènes acquis par transfert

horizontal lors de la reconstruction phylogénétique a comme conséquence le regroupement
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des espèces impliquées dans le transfert, alors que celles-ci ne sont pas forcément de

proches parents.

Plusieurs méthodes existent pour identifier des gènes paralogues et xénologues dans

un ensemble de gènes homologues. Les plus classiques impliquent des analyses

phylogénétiques, particulièrement des procédures de réconciliation (Page et Charleston,

1997), tandis que d’autres se basent sur la comparaison des séquences (Tatusov et al.,

2000). Dans les premières, l’arbre obtenu pour un gène donné est comparé à l’arbre connu

des espèces et les deux sont réconciliés selon un nombre minimal de duplications et de

pertes de gènes. Ces méthodes ont le désavantage de requérir une connaissance a priori de

la phylogénie des espèces. Dans les deuxièmes, les séquences de plusieurs génomes sont

comparées par BLAST (Altschul et al., 1990) et regroupées selon le principe du BRH (pour

Best Reciprocal Hit): une séquence A d’un premier génome a pour meilleur score BLAST

une séquence B d’un deuxième génome et vice-versa. Ces méthodes supposent que les

génomes des espèces étudiées sont complets, qu’il n’y a pas eu de perte de gène et que les

séquences les plus proches selon le score BLAST le sont aussi selon la phylogénie, ce qui

n’est pas toujours le cas (Koski et Golding, 2001). En résumé, comme il n’existe pas, pour

le moment, de méthode fiable pour détecter les orthologues, l’approche recommandée est

A B C D E ADB C

Arbre des
espèces

E

Arbre du
gène

Figure 4 : Xénologie

Considérons un arbre phylogénétique représentant les vrais liens de parenté entre les espèces A, B, C, D et E (à

gauche). Si un gène de l’espèce B est transféré à l’espèce D et que ce même gène est utilisé pour l’inférence

phylogénétique, l’arbre obtenu placera D comme espèce soeur de B (à droite), alors que D est en vérité plus

proche de E que de B.
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d’éviter les gènes à fort taux de duplication et de transfert et de réaliser des analyses

phylogénétiques préliminaires pour vérifier la consistance du jeu de données (Philippe,

Lartillot et Brinkmann, 2005).

1.2. Les arbres phylogénétiques

1.2.1. Propriétés des arbres phylogénétiques

Le but de toute analyse phylogénétique est d’obtenir, à partir d’un ensemble de

données, un arbre qui illustre les liens de parenté entre les unités taxonomiques (UT)

d’intérêt, qu’elles soient des espèces, des individus, des gènes, etc. Un arbre

phylogénétique est composé de noeuds et de branches, représentant respectivement les

unités taxonomiques (UT) et leurs liens de parenté. Généralement, la longueur des

branches représente le nombre de changements de caractère entre deux noeuds et un arbre

phylogénétique sans longueurs de branches est appelé topologie.

Dans les arbres phylogénétiques, on distingue des groupes monophylétiques,

paraphylétiques et polyphylétiques (Figure 5). Un groupe monophylétique (ou clade) est

composé de toutes les UTs dérivées d’un ancêtre commun et l’ancêtre commun lui-même;

un groupe paraphylétique est formé d’une partie des UTs dérivées d’un ancêtre commun et

l’ancêtre commun lui-même; finalement, un groupe polyphylétique est composé de

plusieurs UTs excluant leur ancêtre commun.

Un arbre phylogénétique est soit enraciné, ou soit non-enraciné. Un arbre enraciné

possède une UT particulière nommée noeud racine, dont descendent toutes les autres UTs,

la racine étant leur ancêtre commun. En revanche, un arbre non-enraciné spécifie

seulement les liens de parenté entre les UTs sans indiquer dans quelle branche se trouve

l’UT ancestrale.
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Figure 5 : Monophylie, paraphylie et polyphylie

Prenons un arbre phylogénétique montrant les liens de parenté entre les espèces A-F et choisissons des

ensembles d’espèces pour illustrer la monophylie, la paraphylie et la polyphylie. Le groupe composé des

espèces B, C, D, E et F (rouge) est monophylétique car il contient toutes les UTs dérivées de l’ancêtre X, ainsi

qu’X lui-même. Le groupe composé des espèces B, D et F (vert) est paraphylétique car il inclut leur ancêtre X,

mais seulement quelques-uns de ses descendants. Finalement, le groupe composé des espèces C et D (bleu) est

polyphylétique car il n’inclut pas leur ancêtre commun.

Arbre non-enraciné

Figure 6 Arbre non-enraciné et arbre enraciné

Il est possible d’obtenir un arbre enraciné à partir d’un arbre non-enraciné en choisissant de façon arbitraire

une branche (flèche verte) et en y insérant le noeud racine (cercle vert). Ici, la branche choisie pour ajouter la

racine est celle qui relie A avec le reste de l’arbre, mais il faut souligner qu’il existe quatre autres façons

d’enraciner l’arbre (indiquées par les rectangles verts).

A

A D

Arbre enraciné
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Pour trois UTs, il existe un seul arbre non-enraciné et trois arbres enracinés2. En

généralisant, un arbre non-enraciné de fl3 UTs a 211-3 branches, chacune d’elles pouvant

«recevoir» la racine et, par conséquent, le même nombre d’arbres enracinés est possible.

Le nombre d’arbres non-enracinés pour n Tirs est NN = (2n — 5)!/2”3(n — 3)! et d’arbres

enracinés, NR = (2n — 3)!/2I2(,z —2)! (felsenstein, 1978b). Pour n UTs, ces nombres

augmentent très rapidement en fonction de n (voir Tableau I). Il faut aussi noter que ces

formules mathématiques s’appliquent aux arbres sans multifurcations, c’est-à-dire, que

chaque noeud interne a exactement deux descendants. Si on permet les multifurcations, le

nombre d’arbres possibles est encore plus grand.

Tableau I: Nombre d’arbres non-enracinés et enracinés possibles pour n UTs

Nombre d’arbres non- Nombre d’arbres
Nombre de UTs (n)3

enracines enracines

3 1 3
4 3 15

5 15 105

6 105 945
7 945 1O 395
8 10 395 135 135

9 135 135 2 027 025

10 2027025 34459425

11 34459425 654729075

12 654729075 13749310575

13 13749310575 316234143225

14 316 234 143 225 7 905 853 580 625

15 7 905 853 580 625 213 458 046 676 875

20 2x102° 8x1021

30 7x1036 5x1038

40 1x1055 1x1057

50 3x1074 3x1076

2 Ceci n’est pas tout à fait exact, car un arbre est aussi défini par ses longueurs de branches. Comme le nombre
de combinaisons de longueurs de branches qu’un arbre peut adopter est infini, il y a un nombre infini d’arbres
pour chaque ensemble d’espèces. Le terme correct dans cette section est donc topologie, mais pour être
consistant avec la littérature, on utilise arbre, terme plus couramment utilisé.
3 Les chiffres à partir de 20 UTs sont approximés.
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1.2.2. Recherche du meilleur arbre phylogénétique

La plupart des méthodes de reconstruction phylogénétique consistent à identifier les

meilleurs arbres selon un critère d’optimalité (par exemple, la vraisemblance ou le score de

parcimonie, qui seront expliqués dans la section 1.3) parmi un ensemble de solutions

possibles. Malheureusement, le nombre d’arbres est généralement trop grand (voir

Tableau I) pour qu’une exploration complète et exhaustive de tout l’ensemble soit

réalisable. Des recherches dites exactes ou heuristiques explorant partiellement l’ensemble

d’arbres ont donc été proposées. Seules les premières assurent l’identification du meilleur

arbre.

1.2.2.1. Méthode exacte: l’algorithme de « brunch and bound »

L’algorithme de séparation et d’évaluation progressive (ou branch and bound4)

(Land et Doig, 1960) est une méthode exacte pour l’identification d’un arbre optimal sans

une exploration complète de l’ensemble des solutions possibles (Hendy et Penny, 1982).

Tel que ce sera expliqué dans la section 1.3.1, le score de parcimonie d’un arbre ne peut pas

diminuer avec l’addition d’UTs, une condition nécessaire à l’application du branch and

bound. L’algorithme débute avec l’unique arbre de trois UTs et consiste à explorer

implicitement l’ensemble des solutions selon un parcours en profondeur et l’ajout d’une

espèce à l’arbre courant. Dans une recherche exhaustive, toutes les solutions sont

énumérées explicitement, tandis que l’exploration implicite de tous les arbres se fait en

comparant la valeur de la meilleure solution jusqu’à maintenant avec celle de l’arbre

courant (même s’il est incomplet). Dans l’exemple de la Figure 7, on commence par visiter

l’une des voies d’exploration jusqu’à la fin (arbres i-io) et le score du meilleur arbre

devient le score de référence (241). Ensuite, l’exploration d’une autre voie continue tant

que le score est inférieur au score de référence, car un score ne peut qu’augmenter ou

rester égal avec le rajout d’UTs. Si un arbre complet a un score inférieur au score de

référence, il devient le meilleur arbre et le score de référence est mis à jour. On procède de

cette façon jusqu’à ce que toutes les voies partant de l’arbre initial aient été implicitement

explorées. Grâce à cet algorithme, le nombre d’arbres évalués afin de trouver le meilleur est

4 Les noms anglais des algorithmes seront souvent utilisés car ils sont plus connus que ceux en français.
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souvent drastiquement réduit, mais il reste encore immense pour de grands jeux de

données. L’algorithme de brunch and bound peut généralement être utilisé pour des jeux

de données de moins de 15 espèces avec un temps de calcul raisonnable.
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Figure 7: Exemple d’application de l’algorithme de brunch und bound

Le but est de trouver un arbre optimal selon la parcimonie parmi les 945 possibilités pour six UTs sans devoir

toutes les explorer. Dans ce schéma, les numéros encerclés représentent l’ordre selon lequel l’algorithme a

visité les solutions et ceux en gras, le score correspondant; les astérisques indiquent les arbres dont la valeur

est meilleure que celle actuellement connue et le rectangle indique le score de la solution optimale. Après

l’exploration implicite de toutes les solutions, le meilleur arbre est celui qui a un score de 229. Des 945 arbres

possibles avec 6 UTs, l’exploration de 21 d’entre eux (plus 13 autres dans les étapes intermédiaires) a été

suffisante pour trouver l’arbre optimal.
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Source http://workshop.molecularevolutionorg/people/faculty/swoftord_david.php
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1.2.2.2. Les méthodes heuristiques

La plupart des recherches heuristiques se basent sur le même principe (Maddison et

Maddison, 1992; Swofford et Begle, 1993): des réarrangements sont appliqués sur un arbre

initial et, parmi les arbres obtenus, celui avec le meilleur score est retenu; ce processus est

répété jusqu’à ce que (i) aucun des réarrangements n’améliore le score ou (ii) le nombre

maximal de réarrangements imposé par l’utilisateur est atteint. L’arbre obtenu à la fin du

processus est dit optimum local car il n’y a aucune garantie qu’il soit l’optimum global.

Comme illustré dans la Figure 8, l’arbre de départ d’une recherche heuristique affecte ses

chances de trouver l’optimum global. Ces types de stratégies sont dites gloutonnes car elles

ne considèrent que le voisinage immédiat de l’arbre courant pour faire un choix

Optimum global

Optimum local

Figure 8 : Recherche heuristique du meilleur arbre

Dans ce diagramme, les arbres avec les meilleurs scores sont représentés par les points les plus hauts, les

étoiles indiquent deux points de départ de deux recherches indépendantes et les flèches, des réarrangements

avec succès, c’est-à-dire, qui ont donné lieu à de meilleurs arbres. Une telle recherche débute avec un arbre

donné (étoile rouge ou verte) et l’exploration de ses voisins; parmi eux, celui qui a le meilleur score est choisi et

le processus est répété jusqu’à ce qu’on ne puisse plus améliorer le score de l’arbre courant. Ici, la recherche

commencée à l’étoile verte permet de trouver l’optimum global, alors que celle débutée par l’étoile rouge reste

coincée dans un optimum local.
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Il existe plusieurs méthodes de réarrangement d’arbres, les plus connues étant

l’échange entre les plus proches voisins (nearest-neighbor interchange; NNI), l’élagage et

le greffage de sous arbres (subtree pruning and regrafting; SPR) et le coupage et la

reconnexion d’arbres (tree bisection und reconnection; TBR). Une représentation

schématique du fonctionnement de chacune de ces méthodes est montrée dans la Figure 9

et une brève description est donnée ci-dessous.

Le NNI consiste à échanger deux branches adjacentes dans l’arbre. Plus

précisément, une branche interne et les deux branches connectées à chacune de ses

extrémités sont effacées (soient cinq branches effacées) et les quatre sous arbres résultant

sont reconnectés des deux autres façons possibles. Dans un arbre non-enraciné et sans

multifurcation avec n UTs, il y a n-3 branches internes, chacune ayant 2 arbres voisins à

examiner, et donc 2(n-3) réarrangements NNI possibles. À titre d’exemple, un arbre avec

20 UTs a 34 voisins selon cette méthode.

Le SPR (Swofford et aÏ., 1996) consiste à effacer une branche (interne ou externe) de

l’arbre et à coller le sous-arbre résultant dans toutes les autres branches. Tel que démontré

par Allen et Steel (2001), le nombre d’arbres différents obtenus par des réarrangements

SPR sur un arbre de n UTs est 2(n-3)(2fl-7). Avec cette méthode, il y a 1 122 arbres voisins

d’un arbre avec 20 UTs. Parce que le NNI est un cas particulier du SPR, les 1 122 arbres

incluent les 34 arbres voisins obtenus par le NNI.

Le TBR (Swofford et al., 1996) consiste à couper une branche interne et à connecter

les deux arbres résultants de toutes les façons possibles. Ici, le nombre d’arbres voisins

dépends de la topologie originale, mais il y a au plus (2n3)(n3)2 réarrangements possibles

peu importe l’arbre (Allen et Steel, 2001). Par exemple, pour un arbre avec 20 UTs, il y a

un maximum de 10 693 arbres voisins. Les réarrangements NNI et SPR sont des cas

particuliers du TBR et sont considérés dans ce dénombrement.

Parmi les trois, la méthode NNI est celle qui explore le plus petit nombre d’arbres et

qui a le moins de chance de trouver l’arbre optimal. À l’opposé, la méthode TBR explore le

plus grand nombre de voisins et elle a donc plus de chance de trouver le meilleur arbre.

Évidemment, le choix de la méthode à utiliser dépend de la taille du jeu de données, de la

puissance de calcul disponible et du temps alloué pour les analyses.
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A 3

>_j;:::::_
B

4

Figure 9 : Exemples de méthodes de réarrangement d’arbres

A: Le NNI (nearest-neighbor interchunge) consiste à effacer une branche interne et à reconnecter les

quatre sous-arbres résultants selon les deux autres façons possibles; dans la figure, tous les NNIs possibles

pour un arbre avec six UTs (encadré) sont montrés. B : Le SPR (subtree pruning aizd regrafting) consiste à

effacer une branche et à connecter le sous-arbre résultant dans toutes les autres branches possibles. La

figure montre des exemples de réarrangements possibles en coupant les trois branches internes d’un arbre

avec six UTs, mais il faut noter que les SPRs incluent aussi les réarrangements impliquant les branches

externes. C : Le TBR (tree bisection urzd reconnection) consiste à couper l’arbre en deux et à reconnecter les

deux sous-arbres résultant de toutes les façons possibles, c’est-à-dire, toutes les branches du premier sous

arbre avec toutes les branches du deuxième; dans la figure, on montre des exemples de réarrangements

TBR possibles dans un arbre de six espèces.

I

3
2 /

6/ç
2,

C

I
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Les réarrangements NNI, SPR et TBR sont appliqués successivement sur un arbre

initial généré aléatoirement ou par l’application soit d’un algorithme glouton d’addition

par étapes (greedy stepwise addition), soit par la méthode de décomposition d’un arbre en

étoile (star decomposition) (Figure b). Le premier algorithme est similaire à la méthode

de brandi and bound, à l’exception qu’à chaque fois qu’une UT est ajoutée, seulement la

solution avec le meilleur score est retenue pour la prochaine étape (figure ioA). Quant au

deuxième algorithme, il consiste à résoudre graduellement un arbre en groupant deux UTs

à la fois et en évaluant le score des arbres obtenus à chaque étape (Figure ioB). Cette

méthode fut l’une des premières à être utilisée, alors qu’il est maintenant plus commun

d’utiliser l’algorithme d’addition par étapes pour obtenir un arbre de départ sur lequel les

réarrangements NNI, SPR ou TBR seront appliqués.

Stop t

Stop 2

ç
Stop 3

A B

r D

/ \ 7’HQ
121 213

o
—261 Ø

\ 243

\ o
227 k

o
)— t

o

‘ 235
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Figure rot Méthodes heuristiques non basées sur des réarrangements

A: L’algorithme glouton d’addition par étapes ajoute les UTs une à une dans toutes les branches possibles,

calcule le score de chacun des arbres obtenus et seulement celui avec le meilleur score est retenu pour l’étape

suivante. Il faut noter que cet exemple est le même que celui utilisé pour expliquer le branch and bound et

qu’ici le meilleur arbre n’a pas été trouvé. B t L’algorithme de décomposition d’un arbre en étoile résout

graduellement un arbre en groupant deux UTs à la fois, et en retenant l’arbre avec le meilleur score à chaque

étape.
Source http://workshop.mo1ecu1arev&Iution.org/peop1e/facu1ty/swoffor&.da’id.php
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1.3. Les méthodes d’inférence phylogénétique

Il existe trois groupes de méthodes d’inférence phylogénétique: les méthodes de

parcimonie, les méthodes probabilistes (vraisemblance maximale et inférence bayésienne)

et les méthodes de distance. Les deux premiers évaluent un ensemble d’arbres (obtenu par

une recherche exhaustive, exacte ou heuristique) et identifient celui qui explique le mieux

les données observées. En revanche, les méthodes de distance construisent un arbre en se

basant sur une matrice de distances générée à partir de séquences nucléiques ou

protéiques. Dans les prochaines sections, les méthodes de parcimonie et probabilistes ainsi

que leurs principales différences seront expliquées. Les méthodes de distance ne seront pas

décrites ici car elles utilisent les mêmes modèles que les méthodes probabilistes, mais sans

prendre en considération toute l’information provenant des séquences (voir Felsenstein,

2004 pour une description approfondie sur ce type de méthodes).

1.3.1. La méthode de parcïmonïe maximale

La parcimonie fut premièrement développée pour l’analyse de caractères

morphologiques (Henning, 1966). Eck et Dayhoff (1966) furent les premiers à l’utiliser

pour construire des arbres à partir des séquences protéiques et, plus tard, Fitch (1971b) et

Hartigan (1973) développèrent des algorithmes plus rigoureux pour l’analyse de séquences

nucléiques. La parcimonie implique l’identification d’un arbre requérant le nombre

minimal de changements évolutifs pour expliquer les différences observées entre les UTs

étudiées. Dans un contexte de données moléculaires, cette méthode infère, selon une

topologie donnée, les états ancestraux de chacune des positions en minimisant le nombre

de substitutions requises pour expliquer le processus évolutif de l’alignement. L’idée

générale de cette méthode fut donnée par Edwards et Cavalli-Sforza (1963) dans leur

déclaration selon laquelle le meilleur arbre phylogénétique est celui qui implique «la plus

petite quantité d’évolution » et se base sur l’affirmation du moine franciscain et philosophe

Guillaume d’Ockham (XIVème siècle), qui disait que la meilleure hypothèse pour expliquer

un processus est celle ayant besoin du plus petit nombre de présomptions5.

5 La citation originale en latin, Pturalitas non est ponenda sine necessitate, se traduit littéralement en français
par « La pluralité ne doit pas être proposée sans nécessité ».
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1.3.1.1. Estimation du plus petit nombre de changements

Nous illustrons ci-dessous le principe de parcimonie à l’aide d’un exemple.

Considérons un alignement de séquences nucléiques avec quatre espèces (Tableau II), qui

peuvent être regroupées selon trois arbres non-enracinés possibles (Figure ii) et calculons

le nombre de changements nécessaire dans chacun de ces arbres afin de choisir le plus

parcimonieux, soit celui qui requiert le plus petit nombre de changements pour expliquer

les données observées.

Tableau II Alignement de quatre séquences hypothétiques

Position

I II III IV V VI VII

Espècel A A G A G T A

Espèce2 A G C C G T T

Espèce3 A G A T A C A

Espèce4 A G A G A C T

Le calcul doit être fait pour chaque position. Commençons par la position III et

inférons le scénario d’évolution impliquant le nombre minimal de substitutions selon la

topologie X (figure 12). Il y a trois façons également parcimonieuses pour expliquer

l’évolution de la position III selon cette topologie. Comme l’état ancestral de ce caractère

est inconnu, il est impossible de savoir lequel des trois scénarios a eu lieu. Cependant, pour

choisir l’arbre le plus parcimonieux, seul le nombre minimum de changements requis pour

expliquer l’évolution de la position III dans la topologie X est important.
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Topologie X Topologie Y Topologie Z

Figure ri: Trois topologies possibles pour quatre UTs

Il existe trois arbres non-enracinés pour quatre UTs.

1G \AIG /
3A 1G

\CIG
CIA /

3A 1G
GIA /

3A

A A C A G A

/A/c / \ /CIG \
2C 4A 2C 4A 2C 4A

Figure 12: Reconstruction de l’évolution de la position III dans la topologie X

Il existe trois façons également parcimonieuses de cartographier l’évolution de la position III dans la topologie

X de la figure ii. Les états observés pour chacune des espèces et ceux inférés pour les noeuds ancestraux sont

représentés en noir et en gris, et les changements inférés dans chacun des scénarios possibles sont donnés en

rouge.

Le nombre de changements requis pour chacune des positions selon chacune des

trois topologies est calculé de la même façon. La Figure 13 illustre le nombre minimal de

changements inférés pour chacune des positions de l’alignement du Tableau II dans

chacune des topologies possibles (X, Y et Z). Tel qu’illustré pour la position III (Figure 12),

il existe plusieurs façons de placer les changements dans les arbres sans que leur nombre

change, mais seulement un exemple pour chaque position est donné.
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Topologie X

Position I >—(

Position II

Position III

lA 31
* *

Position IV
*

2C 4G

Position V

Position VI

Position VII

Topologie Y Topologie Z

:: ::

: :—c

;
4G 34G 4<21

:>——<: :—:
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41

Figure 13 : Reconstruction de l’évolution des positions I-VII

Les étoiles indiquent les endroits où les substitutions ont pu avoir lieu. Il faut noter que les

peuvent avoir eu lieu dans des branches différentes de celles où l’étoile a été placée.
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Une fois que le nombre minimal de changements pour chacune des positions selon

chaque topologie est connu, le nombre total de changements requis selon chaque topologie

est calculé (Tableau III). L’arbre le plus parcimonieux est celui qui a la plus petite

longueur, c’est-à-dire, celui qui requiert le plus petit nombre de changements pour

expliquer l’alignement (X dans notre exemple). Notons qu’il est possible que plusieurs

arbres aient la même longueur; dans un tel cas, on ne peut pas déterminer lequel est le

meilleur et ils sont considérés arbres également parcimonieux.

Tableau III: IE*inbre de changements par position et total. pour les topologies X, Y et Z

Position

I II III W V VI VII TOTAL

Topologie X 0 1 2 3 1 1 2 10

Topologie Y 0 i 2 3 2 2 1 11

Topologie Z 0 1 2 3 2 2 2 12

Le nombre de changements nécessaires par arbre a été très facile à calculer pour un

alignement de quatre espèces et de sept positions. Par contre, quand le nombre d’UTs

et/ou de positions est plus grand, il est nécessaire d’utiliser des algorithmes développés

spécialement pour ces types de calculs (p. ex., (Fitch, 1971b) et (Sankoff, 1975)). À ce jour,

il existe de nombreux programmes qui implémentent la méthode de parcimonie pour la

reconstruction phylogénétique, les plus connus étant PAUP* (Swofford, 2002) et PHYLIP

(Felsenstein, 2001).

1.3.1.2. Positions informatives et non informatives

Les positions invariables (p. ex., la position I) ne nous aident pas à discriminer entre

deux topologies et seulement les positions variables sont considérées en parcimonie. Par

contre, certaines positions variables peuvent ne pas être utiles pour trouver l’arbre le plus

parcimonieux. En effet, une position dans laquelle aucun nucléotide n’apparaît plus d’une

fois (p. ex., la position IV) est non informative et peut toujours être expliquée par le même
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nombre de substitutions pour n’importe lequel des arbres possibles. Pour qu’une position

soit utile pour trouver l’arbre le plus parcimonieux, elle doit avoir au moins deux caractères

avec le même état (p. ex., positions V, W et VII). Ce type de positions sont appelées

informatives (Fitch, 1977). Il faut noter que les positions non informatives pour la

parcimonie (incluant les positions invariables) peuvent l’être pour les autres méthodes de

reconstruction phylogénétique. C’est pourquoi, à la place de la terminologie proposée par

fitch, «positions non informatives », il est préférable d’utiliser « positions non

informatives pour la parcimonie ». Pour déterminer l’arbre le plus parcimonieux, il suffit

de considérer seulement les positions informatives pour la parcimonie; par contre, les

positions variables mais non-informatives peuvent être utilisées pour calculer la longueur

des branches, c’est-à-dire, le nombre de substitutions inférées pour une branche donnée.

1.3.1.3. Inconsistance etparcimonie

La méthode de parcimonie ne fait aucune supposition explicite, excluant celle qui

dicte que le meilleur arbre est celui qui requiert le plus petit nombre de substitutions.

Notamment, un arbre qui minimise le nombre de substitutions, minimise aussi le nombre

de réversions ou de convergences (homoplasie). Quand le degré de divergence entre les

séquences comparées est petit, c’est-à-dire que l’homoplasie est rare, la parcimonie

fonctionne correctement. Par contre, si les séquences ont divergé au point que

l’homoplasie est commune, la parcimonie est dite inconsistante, c’est-à-dire qu’elle

convergera vers une solution erronée lorsque la quantité de données tend vers l’infini.

L’homoplasie est plus probable dans les séquences à fort taux d’évolution, ce qui a

pour conséquence le regroupement artificiel des espèces correspondantes (Figure 14), un

phénomène appelé attraction des longues branches (Felsenstein, 1978a; Hendy et Penny,

1989). En 1978, Felsenstein présenta les conditions sous lesquelles la parcimonie est

inconsistante pour quatre espèces et pour des caractères à deux états. Si p2 < q(i
-

q), p et q

étant les longueurs des branches tel qu’illustré dans la Figure 15, la parcimonie trouvera le

bon arbre si une quantité suffisante de caractères est utilisée. Dans le cas contraire,

l’artefact d’attraction des longues branches dominera et un arbre incorrect sera inféré. La

région où les valeurs de p et de q causent l’inconsistance de la parcimonie est appelée

«zone de Felsenstein » (Huelsenbeck et Hillis, 1993).
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Figure 14 : Attraction des longues branches

Selon le phénomène d’attraction des longues branches, deux longues branches qui ne sont pas proches

parentes (arbre vrai) peuvent se trouver ensemble de façon artificielle sous certaines conditions (arbre inféré).

Zone de Felsenstein

Figure 15: Conditions dans lesquelles la parcimonie est consistante ou inconsistante

p et q indiquent la probabilité de changement le long d’une branche. Les valeurs de p et q se situent entre o et

0,5 car même une branche de longueur infinie a une probabilité de 0,5 que l’état au début de la branche soit

différent de celui à la fin. La zone de felsenstein indique les combinaisons de valeurs de p et de q pour

lesquelles la parcimonie est inconsistante.

A Arbre vrai G Arbre inféré G

C D

Attraction des D
longues branches

C

p

>.< q

Modifié d’après Felsenstein (2004)
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1.3.2. Les méthodes probabilistes

Contrairement à la parcimonie, qui présume implicitement que les différences

observées entre les UTs doivent s’expliquer par un nombre minimal de changements, les

méthodes probabilistes n’ont pas de suppositions implicites. En effet, leur robustesse

réside dans l’incorporation explicite d’un modèle d’évolution de séquences dont les

paramètres peuvent être estimés au cours de l’analyse phylogénétique. D’autre part, ces

méthodes permettent l’application de tests statistiques pour évaluer différentes hypothèses

évolutives (Huelsenbeck et Crandall, 1997). Leurs propriétés statistiques et la possibilité de

prendre en compte l’histoire évolutive de manière explicite sont à l’origine de la popularité

de ces méthodes. Deux méthodes probabilistes appliquées à la reconstruction

phylogénétique ont été développées : la méthode de vraisemblance maximale et l’inférence

bayésienne. Il existe plusieurs similarités entre les deux, entre autres, elles sont basées sur

la vraisemblance et elles utilisent les mêmes modèles d’évolution. Par contre, tel que ce

sera expliqué ci-dessous, elles utilisent les probabilités de façon différente.

1.3.2.1. La méthode de vraisemblance maximale

La méthode de vraisemblance maximale fut inventée par le généticien statisticien Sir

R. A. Fisher entre 1912 et 1922 (Fisher, 1912; Fisher, 1921; Fisher, 1922). En 1964, Edwards

et Cavalli-Sforza (1964) appliquèrent cette méthode à la phylogénie, mais la première

application aux séquences moléculaires ne fut réalisée qu’au début des années 70 par le

fameux statisticien Jerzy Neyman (1971). En 1981, Felsenstein décrivit l’algorithme de

prunning, une méthode efficace pour le calcul de la vraisemblance à partir de séquences

nucléiques d’un nombre modéré d’UTs. À ce jour, la méthode de vraisemblance maximale

est implémentée dans plusieurs programmes d’inférence phylogénétique, les plus connus

étant PROTML (Adachi et Hasegawa, 1996b), PAML (Yang, 1997), PHYLIP (Felsenstein,

2001), PAUP (Swofford, 2002), TREE-PUZZLE (Schmidt et al., 2002), PhyML (Guindon et

Gascuel, 2003) et Treefinder (Jobb, von Haeseler et Strimmer, 2004).
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1.3.2.1.1. Lafonction de vraisemblance

La vraisemblance en phylogénie moléculaire (L) est la probabilité d’observer les

données D, soient des séquences nucléiques ou d’acides aminés, étant donné un modèle

d’évolution (M) de paramètres O = (6f, O., ..., OK) et une topologie rde longueurs de branches

y = (y1, u3 ..., u5)

L = Pr (D I M, O, r u).

L’objectif de la méthode de vraisemblance maximale est de trouver l’arbre avec la

plus grande valeur de L. Soit un arbre phylogénétique avec des longueurs de branches

données et un alignement de 5 séquences nucléiques avec n positions

AAAGCACTCTAA N

CAGCTAGTCTAA N

D=[D]= CAAGTAGGT1TG N

CAGATGAGCTGA N

GG7TTGAAGTAA... .1V

supposant que l’évolution de chaque position est indépendante de l’évolution du reste des

positions6, la probabilité L = Pr(D I M,O,r,v) est égale au produit des probabilités

d’observer chaque position D1 étant donné les mêmes hypothèses, soient le modèle M, la

topologie r et l’ensemble de longueurs de branches u:

L = Pr(D I M,O,r,v) = flPr(D’ I M,O,r,v).

Pour éviter de travailler avec des valeurs très petites (les probabilités prennent des

valeurs entre o et i), on utilise plutôt le logarithme de la vraisemblance, qui donne des

valeurs plus facilement manipulables d’un point de vue informatique. Le logarithme de la

vraisemblance de l’alignement de séquences D devient alors la somme des logarithmes de

vraisemblance de chaque position D[]:

6 Voir section 1.4.4 pour une discussion à ce sujet
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mL = ln(Pr(D I M,O,x,v)) = Pr(D I M,O,t,v)

1.3.2.1.2. Calcul de ta vraisemblance d’une position

Pour calculer la vraisemblance totale d’un alignement, il suffit de considérer celle de

chaque position, qui est égale à la somme des vraisemblances de chacun des scénarios

d’évolution possibles. Prenant comme exemple l’arbre de la Figure i6, la vraisemblance de

cette position pour l’arbre donné est

Li” = Pr(x)Pr(y I x,v6,O)Pr(A I y,v1,O)Pr(C y,v2,O)Pr(z I x,v8,O)

Pr(C I z,v3,O)Pr(w I z,v,O)Pr(C I w,u4,O)Pr(G I w,v5,O),

où chaque sommation doit se faire pour chacun des quatre nucléotides, A, T, G et C. Le

calcul de ces sommations avec un grand nombre de séquences est difficile, mais peut être

réalisé grâce à l’algorithme de prunning (Felsenstein, 1981).

La probabilité d’observer un état de caractère dans une position donnée dépend donc

de la topologie de l’arbre r, de ses longueurs de branches u = (u1, u2, ..., u) et d’un modèle

M. Ce dernier décrit l’évolution des séquences et définit la probabilité de changement d’un

état j à un étatj le long d’une branche de longueur u selon les paramètres 0 (0,, 02, ..., 0,,).

Généralement, les longueurs de branche u et les paramètres du modèle 0 ne sont pas

connus a priori et sont optimisés pour maximiser la fonction de vraisemblance.
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Figure 16: Calcul de la vraisemblance pour une position donnée

A: Arbre utilisé comme exemple dans le texte pour décrire le calcul de la vraisemblance de la position i de

l’alignement D. w, x, y et z représentent les états des noeuds internes et peuvent être A, T, G ou C. u1, u2, u3, y4,

V5, V6, u7 et V8 représentent les longueurs des branches. B: La vraisemblance de la position r se calcule en

sommant les probabilités de toutes les reconstructions possibles des états ancestraux étant donné des

longueurs de branches u1, u2, y3, V4, V5, V6, y7 et v8 et un modèle d’évolution donné. Les états en rouge

représentent des états inconnus. Chaque terme de la sommation représente une des reconstructions possibles

des états ancestraux.
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D’après Felsenstein (2004)
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1.3.2.2. L’inférence bayésienne

Contrairement à la méthode de vraisemblance maximale, qui sélectionne l’hypothèse

avec la meilleure vraisemblance, l’inférence bayésienne se base sur une distribution de

probabilités a priori pour calculer la distribution des probabilités postérieures des

hypothèses à évaluer. Étant l’une des méthodes d’inférence statistique les plus anciennes,

l’application de l’approche bayésienne à l’inférence phylogénétique est relativement

récente (Rannala et Yang, 1996). De plus, étant donné que le calcul des probabilités

postérieures des arbres est analytiquement impossible, il aura fallu attendre

l’implémentation de méthodes numériques telles que les chaînes de Markov avec la

technique de Monte Carlo (ou MCMC pour Markov Chain Monte Carlo) pour rendre la

méthode bayésienne applicable à la phylogénie (Larget et Simon, 1999; Mau, Newton et

Larget, 1999; Yang et Rannala, 1997). Évidemment, l’utilisation de l’approche bayésienne

en phylogénie moléculaire a été popularisée suite à son implémentation dans des

programmes tels que BAMBE (Simon et Larget, 199$) et MrBayes (Huelsenbeck et

Ronquist, 2001; Ronquist et Huelsenbeck, 2003).

1.3.2.2.1. Le théorème de Bayes

La méthode bayésienne se base sur la probabilité postérieure (Pr) d’une hypothèse

(H) étant donné les données, Pr(HID), qui est calculée par le théorème de Bayes

Pr(H I D)
- Pr(D I H)Pr(H)

- Pr(D)

où Pr(DIH) est la fonction de vraisemblance, Pr(H), la probabilité a priori de l’hypothèse

et Pr(D), la probabilité des données. Cette probabilité d’apparence simple implique des

sommations à travers tous les arbres possibles et, pour chaque arbre, l’intégration sur

toutes les combinaisons possibles des longueurs de branches et des paramètres du modèle.

Évidemment, ceci est analytiquement impossible. Pour pallier cette difficulté, le MCMC

(Gilks, Richardson et J., 1996) est utilisé. Cette technique permet l’approximation de la

probabilité postérieure d’un arbre et a révolutionné l’application de l’inférence bayésienne

à la phylogénie (Huelsenbeck et al., 2001; Rannala et Yang, 1996).
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1.3.2.2.2. Le MCMC

L’idée sous-jacente au MCMC est la construction d’une chaîne qui, prenant la forme

d’une marche guidée à travers l’espace multidimensionnel des paramètres, peut être

utilisée pour estimer une distribution de probabilité en échantillonnant les valeurs des

paramètres de façon périodique. L’approximation de la distribution sera d’autant plus

exacte que le nombre de pas effectués par la chaîne est élevé. Dans le contexte

phylogénétique, chaque pas correspond à une modification aléatoire de la topologie, des

longueurs de branches ou d’un paramètre du modèle de substitution (Lewis, 2001). Un pas

est accepté si la probabilité de la modification proposée est plus élevée que celle de l’état

actuel; dans le cas contraire, le pas est accepté avec une probabilité qui dépend de la

magnitude de diminution dans la probabilité selon la méthode de Metropolis-Hastings

(Hastings, 1970; Metropolis et al., 1953). Dans un MCMC proprement construit, la

proportion du nombre de visites d’un arbre pendant la marche guidée sur le nombre total

d’arbres est une bonne estimation de la probabilité postérieure de cet arbre (Tierney,

1994). Autrement dit, si le nombre d’arbres visités tend vers l’infini, ces proportions vont

tendre vers les probabilités postérieures correspondantes.

1.3.2.2.3. La méthode de Metropotis-Hastings

Pour illustrer le principe du MCMC avec la méthode de Metropolis-Hastings

imaginons un espace d’arbres dans lequel nous nous promenons de manière aléatoire

jusqu’à trouver une distribution d’arbres de probabilité postérieure supérieure au reste de

l’espace. Un tel espace est représenté dans la Figure 17, où les cercles représentent les

arbres avec les plus hautes probabilités postérieures. La méthode implique plusieurs

étapes (Felsenstein, 2004):

1. L’arbre de départ est un arbre aléatoire T.

2. Une modification (p. ex., un réarrangement NNI) est appliquée à cet arbre
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afin de créer une nouvelk proposition d’arbre ?j7.

3. Le ratio entre les probabilités (fonctions de densité) des deux arbres T1 et 73

est calculé.

= f(T)

f(73)

4. Si R 1, Tj est accepté et l’algorithme recommence à l’étape 2 avec T

comme arbre de départ.

5. Si R < 1, un nombre aléatoire entre o et 1 est choisi.

a. Si ce nombre est inférieur à R, l’algorithme recommence à

l’étape 2 avec T comme arbre de départ.

b. Sinon, 73 est rejeté et l’algorithme recommence à l’étape 2 avec

T1 comme arbre de départ.

En suivant ces règles élémentaires, les points de l’espace seront explorés de manière

proportionnelle à leur altitude, les points les plus élevés étant les plus fréquemment visités.

Tel que décrit précédemment, cet algorithme ne termine jamais car il recommence

toujours à l’étape 2, peu importe la valeur de R. De plus, comme c’est un processus

aléatoire de type chaîne de Markov, l’acceptation d’un changement dépend seulement de

l’état actuel et pas des états précédents. Il est donc nécessaire de déterminer le moment où

le processus doit être arrêté, ce qui se mesure par la convergence de la chaîne.

7 Pour simplifier l’exemple, nous imaginons que les paramètres du modèle restent constants pendant la
recherche. Par contre, il faut noter que normalement les modifications dans paramètres font aussi partie des
propositions.
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1.3.2.2.4. Convergence des MCMC

Une des limitations des méthodes bayésiennes pour l’inférence phylogénétique est

l’ambiguïté dans la définition de la convergence d’une chaîne et l’incertitude concernant

son arrêt. Le problème est illustré dans la figure 17. Avec seulement 100 itérations (ou pas)

de l’algorithme, une seule colline a été explorée. La rapidité avec laquelle une chaîne trouve

un optimum global dépend du point de départ de la chaîne. Une approche courante pour

valider les analyses bayésiennes est d’en réaliser plusieurs, chacune ayant son propre point

de départ. Une autre solution est l’utilisation d’une variante de l’algorithme de Metropolis

Hastings, soit le MCMCMC (pour Metropolis Coupling Markov Chain Monte Carlo). Cet

algorithme permet l’utilisation simultanée de plusieurs MCMC « chauffés » de façon

graduelle. Les chaînes chaudes font de plus grands pas permettant une exploration plus

extensive de l’espace et sont utilisées pour guider la chaîne froide à partir de la quelle les

inférences sont faites (Huelsenbeck et Ronquist, 2001).

Une façon de vérifier la convergence des chaînes est l’étude de l’évolution de la

fonction de vraisemblance pendant le parcours de la chaîne froide. Après une période

pendant laquelle la vraisemblance augmente très rapidement, appelée «allumage » ou

burn-in et exclue de l’analyse, la vraisemblance de la chaîne froide se stabilise. La

stationnarité atteinte, un bon aperçu de la distribution de la probabilité postérieure peut

en être inféré. Cette méthode est très rapide, mais peut donner des résultats erronés quant

à la convergence de la chaîne. II est donc recommandé d’utiliser d’autres analyses de

convergence comme la déviation standard des fréquences des partitions (Huelsenbeck et

A B

Figure 17 Marche aléatoire illustrant le MCMC

Trajectoire après 100 (A), i 000 (B) et 10 000 (C) pas sur une surface avec des collines et des vallées. Les

cercles représentent les points les plus hauts de l’espace.

D’après Lewis (2001)
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Ronquist, 2001). Il existe deux programmes conçus spécialement pour analyser la

convergence des analyses bayésiennes d’inférence phylogénétique: TRACER (Rambaut et

Drummond, 2003) et AWTY (Wilgenbusch, Warren et Swofford, 2004).

1.4. Les modèles d’évolution

La performance des méthodes probabilistes, que ce soit la méthode de vraisemblance

ou l’inférence bayésienne, dépend de la fidélité du modèle évolutif à décrire le processus

évolutif qui a généré les données observées. Ce modèle décrit la façon selon laquelle les

séquences ont évolué par des remplacements de nucléotides ou d’acides aminés le long des

branches de l’arbre. Ces remplacements sont les produits de substitutions dont les

occurrences à chaque position peuvent être modélisées selon un processus de Markov, où

la probabilité de passer de l’état i à l’état j dépend uniquement de l’état j et non pas des

états précédents. D’autre part, il est en général supposé que ce processus de Markov est

homogène, stationnaire et réversible. L’homogénéité implique que les probabilités de

substitutions ne changent pas le long des branches, la stationnarité, que les fréquences de

chaque état sont constantes le long de l’arbre, et la réversibilité, que la probabilité de

passer de l’état j à l’étatj est égale à la probabilité de passer dej à i (Lio et Goldman, 1998;

Whelan, Lb et Goldman, 2001).

Les modèles d’évolution peuvent être construits de façon empirique en utilisant des

propriétés calculées à partir de la comparaison d’un grand nombre de séquences observées,

ou de façon paramétrique en se basant sur les propriétés chimiques ou biologiques des

séquences étudiées. Les modèles empiriques sont composés de paramètres dont les valeurs

fixes sont calculées une seule fois et supposées valides pour tous les jeux de données. En

revanche, dans les modèles paramétriques, les valeurs des paramètres sont estimées à

partir du jeu de données au cours de chaque analyse. Bien évidemment, les modèles

paramétriques ont une meilleure performance que les modèles empiriques, mais ils

demandent aussi plus de puissance de calcul (Whelan, Lio et Goldman, 2001).
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1.4.1. Les matrices de substitution

1.4.1.1. Séquences nucléiques

La modélisation du taux de substitution entre chaque paire de nucléotides est

généralement faite selon des modèles paramétriques. Les composantes principales des

matrices de substitution de nucléotides sont les paramètres de fréquence des bases à

l’équilibre (pj) et les paramètres de taux d’échange (rj) d’un nucléotide j en un nucléotidej.

On peut donc représenter un modèle de substitution de nucléotides par une matrice de

taux instantanés, chaque taux caractérisant le remplacement d’un nucléotide par un autre,

—rACICC — r,GJrG
—

rAcJrc rAGJTG rAT3rT

—rcAJr,l — r6.7r — rCTJrT rCGJTG ‘CTT

rir, r03r GAA1GccGT2TT rGTJrT

rTA lrA ‘TCC ‘TGG 1TAfl —
—

ÎTGJTG

où les éléments de la diagonale sont choisis de tel sorte que la somme des éléments de

chaque lignes soit égale à o.

Il existe plusieurs variantes de cette matrice selon le nombre des fréquences en

nucléotides à l’équilibre et des taux d’échange qui sont considérés. Les variantes plus

connues sont montrées dans le Tableau IV. Le modèle le plus simple, nommé Jukes et

Cantor ou JC (Jukes et Cantor, 1969), assume que les fréquences en nucléotides à

l’équilibre sont égales et que tous les échanges entre nucléotides ont la même probabilité

(Jit = JTC = JTG JrT et TAC = TAT= TCG = TOT = TAG = TCT). Puisque dans les séquences d’ADN, la

probabilité des transitions (échanges entre purines ou pyrimidines) est différente de celle

des transversions (échanges entre une purine et une pyrimidine), Kimura introduisit, 10

ans plus tard, son modèle à deux paramètres, K2P (Kimura, 1980), qui prend en compte

cette différence. Un an plus tard, Felsenstein introduisit son modèle F8i (Felsenstein,

1981), qui se base sur le JC, mais qui relaxe la supposition que les fréquences des quatre

nucléotides sont les mêmes. Combinant les modèles K2P et F8i, le modèle de Hasegawa,

Kishino et Yano (HKY) tient compte de la différence entre transitions et transversions et

entre les fréquences des nucléotides en même temps (Hasegawa, Kishino et Yano, 1985).

Finalement, le modèle le plus complexe est le GTR (GeneTal Time ReveTsible), aussi appelé
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REV (pour réversible), qui considère que les fréquences des nucléotides et que tous les taux

d’échange peuvent être différents (Yang, 1994a).

Tableau W: Exemples de modèles de substitution pour séquences nucléiques

Modèlel Fréquences des bases Taux d’échange Paramètres libres2

JC JTi JTC = TG = ITT TAC = TAT= TCG = TGT = TAG = o

K2P ITA = YtC = ITG = ITT TAC = TAT= TCG = TGT * TAG = TCT 1

f8r ITA * YtC * ITG * ITT TAC = TAT= TCG = TGT = TAG = TCT 3

HKY ITA * Jrc * IIG * ItT TAC TAT TCG = TGT * TAG = TCT 4

GTR ITA * lic * ltG * ITT TAC * TAT* TCG * TGT * TAG * TCT 8

‘JC, Jukes et Cantor (Jukes et Cantor, 1969); K2P, Kimura deux paramètres (Kimura, 1980); F81, Felsenstein 8i

(Felsenstein, 1981); HKY, Hasegawa, Kimura et Yano (Hasegawa, Kishino et Yano, 1985); GTR, General time

reversible (Yang, 1994a).

2 Nombre de paramètres qui doivent être estimés pendant le calcul de la vraisemblance.

Étant donné qu’on parle ici de modèles paramétriques, une matrice plus complexe

implique plus de paramètres à estimer lors du calcul de la vraisemblance (Tableau IV). Par

exemple, dans le modèle JC, il n’y a aucun paramètre à estimer: les fréquences des

nucléotides sont égales, soit 1/4 chacune, ainsi que les taux de substitution, qui se mesurent

de façon relative les uns par rapport aux autres. Seulement un paramètre à estimer est

ajouté dans le modèle K2P, celui du taux de transition versus transversion (N), on dit alors

que les transitions sont N fois plus probables que les transversions. Le modèle le plus

gourmand quant au nombre de paramètres est le GTR, avec $ paramètres à estimer: 3

fréquences de nucléotide (et non pas quatre, car l’addition de fréquences doit être égale à

i), et 5 taux de substitution (et non pas six, car ces 5 taux se calculent par rapport au

sixième).
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1.4.1.2. Séquences protéiques

Contrairement aux matrices de substitution de nucléotides, qui sont paramétriques,

les matrices de substitution d’acides aminés sont généralement empiriques, car le nombre

de paramètres à estimer est plus grand (matrices 20X20 versus 4X4). En 1978, Dayhoif et

al. ont proposé un modèle d’évolution de protéines qui a résulté dans le développement

d’un ensemble de matrices de substitution d’acides aminés très largement utilisées. Leur

modèle (Figure 18) fut simplement dérivé du comptage des substitutions d’acides aminés

observées dans de grandes bases de données de protéines globulaires. Ils utilisèrent

uniquement des séquences très proches pour réduire la fréquence auxquelles des

substitutions observées (p. ex. A-$) étaient le résultat d’une suite de remplacements non

observés (p. ex. A-x--y-S). Plus récemment, Jones et collaborateurs (Jones, Taylor et

Thornton, 1992) ont utilisé la même méthodologie que Dayhoif et al., mais avec des bases

de données plus complètes et en n’incluant pas que des protéines globulaires. Le modèle

résultant (JTT; Figure i8) est actuellement l’un des plus utilisés en phylogénie. Parmi les

matrices les plus utilisées, il y a aussi WAG (Whelan et Goldman, 2001), mtREV (Adachi et

Hasegawa, 1996a) et cpREV (Adachi et al., 2000), les deux dernières étant respectivement

conçues pour les protéines mitochondriales et chloroplastiques.

Normalement, l’analyse phylogénétique de séquences protéiques utilise des

paramètres de fréquence estimés à partir du jeu de données (ni) et des paramètres

d’échange dérivés des matrices mentionnées ci-dessus. Ceci force les fréquences en acides

aminés de ce modèle hybride à correspondre à celles des données observées, mais en

incorporant de l’information sur les paramètres d’échange dérivée de la base de données

utilisée pour créer la matrice. Ces applications sont normalement désignées avec un suffixe

+F.
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1.4.2. L’hétérogénéité du taux de substitution entre les positions

Les modèles présentés précédemment supposent que toutes les positions d’une

protéine ou d’une séquence nucléique évoluent à la même vitesse. Cependant, les

différentes positions d’une séquence sont soumises à des contraintes évolutives différentes

dont dépend le taux de fixation d’une mutation. Il existe donc des modèles qui estiment les

taux de substitution propres à chaque position (Figure 19).

L’estimation d’un taux d’évolution propre à chaque position est analytiquement

difficile due au grand nombre de paramètres impliqués. Des alternatives à cette approche

ont donc été développées. Celles-ci consistent à grouper les positions en catégories (p. ex.,

très lente, lente, moyenne, rapide et très rapide). La méthode la plus simple pour une telle

classification est d’estimer la fraction des positions invariable, le reste représentant les

positions variables (Adachi et Hasegawa, 1995; Fitch et Margoliash, 1967). Ce modèle est

désigné avec le suffixe +1.

Duy hotf iTT

-

T

!
img%j

A
R

I)
C
Q
E
G
11

K
NI
F
I,
s

‘V
Y
V

A R N D C Q E G II I.. K M F P

Figure 18: Paramètres d’échange pour deux modèles de substitution en acides aminés

La valeur de chaque paramètre d’échange entre chaque pair d’acides aminés est indiquée par la surface des

cercles. Par exemple, l’échange de deux acides aminés ayant des propriétés similaires (ex. D/E, V/I, FY) est très

probable, tandis que celui de deux acides aminés peu similaires a une probabilité très petite.

D’après Whekn et Goldman (2001)
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Pour une modélisation plus réaliste de l’hétérogénéité du taux de substitution entre

les positions, plusieurs auteurs ont proposé des modèles basés sur des distributions

Gamma continues (Nei et Gojobori, 1986; Yang, 1993). Afin de rendre de tels modèles plus

pratiques d’un point de vue analytique, Yang (19945) proposa une solution efficace

consistant en une distribution Gamma discrète, qui comporte au moins quatre catégories

pour approcher la distribution continue. Avec ce modèle, le taux de substitution de chaque

position (r) est échantillonné d’une distribution Gamma de paramètre de forme a, où

f3=i/a pour que la distribution aie une moyenne de 1 (Felsenstein, 2004):

f(r)=
a

rtx_ler.

F(a)

Si la valeur de a est inférieur à 1, alors la forme de la distribution est telle que la

majorité des positions évoluent très lentement et seulement quelques-unes évoluent très

rapidement. Pour des valeurs de a supérieures à 1, la distribution change de forme: la

majorité des positions ont un taux très similaire (Figure 20). Les formes de distribution

disponibles avec toutes les valeurs de a (o < a < c) sont considérées suffisantes pour

décrire toute la variation retrouvée dans les séquences. Les modèles incluant une

I 11111 I.f V IV
Spi •IjF
Sp2 II]9LJF
5p3
Sp4 IiIEF
5p5 I1F
Sp6

TAUX
Lent Rapide

Figure 19: Hétérogénéité du taux de substitution entre positions

Selon un modèle où l’hétérogénéité du taux de substitution des positions est considérée, l’évolution de chaque

position peut être plus lente ou plus rapide que le taux d’évolution moyen de l’alignement. Noter que les

longueurs de branches relatives sont les mêmes pour toutes les positions. Sp, espèce.

II



Introduction 38

distribution Gamma pour modéliser le taux d’hétérogénéité entre les positions sont

désignés par +1’.

1.4.3. L’hétérogénéité du processus de substitution

Les modèles décrits précédemment supposent que le processus évolutif est

stationnaire et homogène, c’est-à-dire que les fréquences de nucléotides ou d’acides

aminés sont constantes le long de l’arbre (stationnarité) et que le taux de substitution ne

varie pas entre les positions à travers le temps (homotachie). Cependant, ces deux

hypothèses sont souvent violées par le processus évolutif, et plusieurs modèles alternatifs

ont été développés afin de les prendre en considération.

A

1

B

Fréquence

a=O.28

5

Figure 20: Représentation graphique de la distribution gamma

A: fonction de densitéf(r) de la distribution Gamma des taux de substitution par position (r) pour différentes

valeurs du paramètre u. B : Exemple de distribution Gamma (pour a=o.28) discrétisée.

Daprês Yang et Kumar (1996) et Whelan, Lio et Goldman (2001)

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Taux
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1.4.3.1. L’hétérogénéité compositionnetle

Les paramètres de fréquence (itj) des modèles de substitution définissent la

distribution des fréquences des états à l’équilibre. Dans les modèles stationnaires, ces

fréquences ne varient pas le long de l’arbre, ce qui implique que la composition en

nucléotides ou en acides aminés est supposée la même chez toutes les espèces considérées,

incluant leurs ancêtres. Or, ceci n’est pas toujours le cas (Mooers et Holmes, 2000). Par

exemple, les génomes des bactéries Micrococcus luteus et Mycoplasma capricolum ont

respectivement une composition en G+C de 74% et 25%. Il a été démontré que

l’hétérogénéité dans la composition en nucléotides ou en acides aminés (hétérogénéité

compositionnelle) peut avoir un impact drastique sur l’inférence phylogénétique,

provocant le regroupement d’espèces avec des compositions similaires indépendamment

de leurs vraies relations phylogénétiques (Foster et Hickey, 1999; Galtier et Gouy, 1995;

Lockhart et al., 1992).

L’utilisation de modèles non homogènes qui considèrent l’hétérogénéité

compositionnelle permet d’améliorer l’inférence phylogénétique lors de l’analyse de jeux

de données présentant de fortes déviations par rapport à l’hypothèse de stationnarité

(Foster, 2004; Galtier et Gouy, 1998). Toutefois, ces types de modèles empêchent d’utiliser

l’hypothèse de réversibilité des modèles évolutifs courants, ce qui rend difficile leur

implémentation et ils sont donc peu utilisés. La méthode LogDet (Logarithme du

déterminant) fut développée comme alternative plus simple aux modèles non homogènes

(Lake, 1994; Lockhart et al., 1994). Cette méthode calcule les distances entre chaque paire

d’espèces en corrigeant pour la variation de la composition en nucléotides ou acides

aminés. Par contre, étant basée sur des distances, la méthode LogDet ne tient pas compte

des autres facteurs du processus évolutif et s’avère inefficace dans certaines situations

(Conant et Lewis, 2001).

1.4.3.2. L’hétérotachie

Les modèles homogènes ne tiennent pas compte de la variation du taux de

substitution à travers les positions au cours du temps, un phénomène connu sous le nom

d’hétérotachie (Philippe et Lopez, 2001). Pourtant, cette variabilité existe et est due au fait
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que les positions critiques pour le fonctionnement d’une protéine ne sont pas les mêmes à

travers le temps. Dans les années 70, fitch et Markowitz (1970) montrèrent que, à un

instant donné, seulement une petite fraction des positions sont susceptibles de varier,

permettant la fixation de mutations. Quand une ou plusieurs mutations ont été fixées, les

contraintes agissant sur la protéine (p. ex., pour permettre son repliement ou pour

maintenir sa fonction) ont pu changer et les positions qui sont libres de varier ne sont

peut-être plus les mêmes (Figure 21).

Plusieurs études ont confirmé de façon convaincante l’impact de l’hétérotachie sur

les reconstructions phylogénétiques (Kolaczkowski et Thornton, 2004; Lockhart et al.,

2006; Lockhart et al., 1996; Philippe et al., 2005b; Spencer, Susko et Roger, 2005) et des

tests ont été développés pour la détecter (Baele et al., 2006; Lockhart et al., 1998; Lopez,

forterre et Philippe, 1999). Pour surmonter les effets de l’hétérotachie dans la

reconstruction phylogénétique, fitch développa le modèle covarion (pour concomitantly

variable codons), qui postule qu’au cours du temps les positions peuvent passer d’un état

libre de varier (on) à un état fixé (off) (Fitch, 1971a). Suite à la formalisation mathématique

111111 If
Spi 111 A
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figure 21: Représentation schématique de l’hétérotachie

La variation du taux de substitution au cours du temps peut être différente d’une position à une autre. Noter

qu’ici, contrairement à la Figure 19, les longueurs de branches relatives changent entre les positions. Sp,

Espèce.
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de ce modèle (Tuffley et Steel, 1998), plusieurs adaptations ont été implémentées (Galtier,

2001; Huelsenbeck, 2002; Wang et al., 2006).

1.4.4. Le modèle parfait

Les méthodes probabilistes permettent de rendre explicite l’ensemble des

suppositions sous-jacentes à la reconstruction phylogénétique sous la forme d’un modèle

d’évolution de séquences. De plus, ces méthodes sont dites consistantes, c’est-à-dire

qu’elles convergent vers la solution correcte au fur et à mesure qu’on augmente le nombre

de caractères utilisés. Toutefois, la consistance est garantie seulement lorsque le modèle

utilisé décrit correctement l’évolution des séquences réelles (Huelsenbeck et Hillis, 1993).

Or, les modèles actuellement existants sont loin de capturer toute la complexité du

comportement des séquences moléculaires au cours de l’évolution.

Plusieurs hypothèses des modèles les plus couramment utilisés en phylogénie

moléculaire sont violées par l’évolution réelle des séquences (Philippe et ut., 2005a). Tel

que décrit ci-dessus, l’homogénéité et la stationnarité du processus évolutif figurent parmi

ces suppositions, mais elles ne sont pas les seules. Par exemple, la majorité des modèles

supposent que les positions d’une séquence nucléique ou protéique évoluent de façon

indépendante les unes des autres, alors que les contraintes structurales imposent un

certain degré de co-évolution entre elles. De même, la majorité des modèles supposent que

chaque position peut accepter tous les états de caractère possibles (évolution

qualitativement homogène), alors que, dû à des contraintes structurales ou fonctionnelles,

certaines positions n’acceptent qu’un nombre limité d’états.

Depuis plusieurs années, des modèles sont développés afin de prendre en compte de

plus en plus de facteurs affectant le processus évolutif, comme ceux qui considèrent

l’hétérogénéité compositionnelle (Foster, 2004; Galtier et Gouy, 1995), l’hétérotachie

(Galtier, 2001; Huelsenbeck, 2002), la non indépendance entre les positions (Robinson et

ut., 2003; Rodrigue et al., 2005) ou l’hétérogénéité qualitative du processus évolutif

(Lartillot et Philippe, 2004). Cependant, même un modèle qui tient compte de toutes ces

caractéristiques ne sera pas parfait, car le processus évolutif est complexe et plusieurs

facteurs impliqués dans l’évolution des séquences nous sont encore inconnus. Dans cette
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perspective, au lieu de chercher le «modèle parfait », le but doit plutôt être de trouver le

modèle le mieux adapté aux données, soit celui ayant un nombre suffisant de paramètres

permettant de capturer les caractéristiques clés des données (Steel, 2005).

1.5. Les tests statistiques de comparaison de modèles

La sélection d’un modèle demeure un problème majeur dans la reconstruction

phylogénétique (Cunningham, Zhu et Hillis, 1998). En effet, l’utilisation de modèles

différents peut amener à des résultats drastiquement distincts (Cunningham, Zhu et Hillis,

1998; Kelsey, Crandall et Voevodin, 1999; Sullivan et Swofford, 1997). Il est donc

nécessaire d’identifier le modèle qui s’ajuste le mieux à chaque jeu de données

(Huelsenbeck, 1995).

Les modèles les plus complexes (avec plus de paramètres) tendent à mieux s’ajuster

aux données (Goldman, 1993; Yang, Goldman et friday, 1994), estimant des phylogénies

plus robustes (Huelsenbeck, 1995), mais ceci n’est pas toujours vrai. De plus, l’utilisation

de modèles complexes a plusieurs désavantages: (i) un grand nombre de paramètres

doivent être estimés, ce qui rend l’analyse intense et longue; et (ii) plus le nombre de

paramètres estimés est grand, plus grande est l’erreur incluse dans leur estimation

(Huelsenbeck et Crandall, 1997). Pour identifier le modèle qui s’ajuste le mieux aux

données et qui possède le nombre minimum de paramètres, plusieurs tests statistiques ont

été développés, les plus connus étant le test du ratio des vraisemblances, le critère

d’information d’Akaike et le critère d’information bayésien. Ceux-ci peuvent être calculés

de manière automatique par les programmes MODELTEST (Posada et Crandall, 1998) et

ProtTest (Abascal, Zardoya et Posada, 2005).

1.5.1. Le test du ratio des vraisemblances

Le test du ratio des vraisemblances (LRT pour LikeÏihood Ratio Test) vérifie si un

modèle plus complexe a significativement de meilleures performances qu’un modèle plus

simple pour le jeu de données considéré. Ce test n’est valide que pour comparer des

modèles imbriqués, c’est-à-dire que le modèle le plus complexe peut être réduit au modèle
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le plus simple en modifiant les valeur des paramètres (Huelsenbeck et Crandall, 1997).

Les modèles plus riches en paramètres donnant de meilleures vraisemblances, le

LRT permet de voir si cette amélioration est significative étant donné la complexité

ajoutée. Cette statistique, qui suit une distribution x2 avec un nombre de degrés de liberté

égal au nombre de paramètres supplémentaires dans le modèle le plus complexe, est

calculée selon la formule suivante:

LRT=2(logL1 —logL2).

1.5.2. Le critère d’information d’Akaike

Le critère d’information d’Akaike (ou MC pour Akaike Information Criterion)

(Akaike, 1973) d’un modèle est calculé selon la formule suivante:

AIC = —2logL + 2K,

où K est le nombre de paramètres libres du modèle. En phylogénie, l’MC peut être vu

comme la quantité d’information perdue quand on utilise un modèle donné pour faire

l’approximation du processus réel d’évolution des séquences. Les MCs de faibles valeurs

sont donc recherchés. Quand le nombre de paramètres des modèles à comparer est grand,

des modèles plus complexes seront favorisés de façon artificielle (Forster et Sober, 2004).

En conséquence, quand la taille de l’alignement (n) est petite par rapport au nombre de

paramètres (K), soit n/K < 40, l’utilisation de l’MC de deuxième ordre (Hurvich et Tsai,

1989),

2K(K+1)
AJC=—2logL+2K+

L n—K—1

corrigé pour cette caractéristique, est recommandée. Le MC a deux avantages principaux

par rapport au LRT: il n’est pas limité aux modèles imbriqués et il permet la comparaison

d’un grand nombre à la fois, pas seulement deux à deux comme avec le LRT.
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1.5.3. Le critère d’information bayésien

Le critère d’information bayésien (BIC, pour Bayesiun Information Criterion)

correspond à une approximation du logarithme de la vraisemblance marginale d’un

modèle (Schwartz, 1978). De même que l’AIC, il est pondéré par rapport à la taille de

l’alignement (n)

BIC = —2logL+ 2Klogn.

Les modèles avec les plus petites valeurs BICs sont ceux qui ont la plus grande

probabilité postérieure. Le BIC ressemble au MC et a les mêmes avantages par rapport au

LRT. Toutefois, il a été suggéré, mais avec certaines réserves, que dans certaines conditions

le BIC est statistiquement consistant lorsque l’MC ne l’est pas (Forster, 2002).

1.6. Les indices de robustesse des topologies

Indépendamment de la méthode utilisée pour inférer une phylogénie, il est

important d’estimer le degré de confiance accordé à chacune de ses branches. Ceci est

généralement fait en utilisant les méthodes de bootstrap et de jackknife non-

paramétriques, utilisées dans un contexte phylogénétique en premier par felsenstein

(1985), Mueller et Ayala (1982), et Penny et Hendy (1985; 1986). Ces deux méthodes

consistent à échantillonner la population d’étude une multitude de fois et à comparer les

estimations obtenues à partir des différents échantillons. Plus précisément, le bootstrap

génère n matrices pseudo-répliquées de même taille que la matrice initiale par tirage

aléatoire avec remise des positions de cette dernière. Ces matrices pseudo-répliquées sont

ensuite analysées par la même méthode de reconstruction que la matrice originale, et les

fréquences d’apparition des clades dans l’ensemble de ces n matrices sont interprétées

comme des pourcentages de confiance pour chacune des branches (figure 22). Le jackknife

est très similaire la seule différence repose dans le fait que les matrices pseudo-répliquées

se génèrent en éliminant K positions de la matrice originale, K étant généralement 25 ou

50.
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1.7. Les tests statistiques de comparaison de topologies

Il existe plusieurs tests pour comparer des topologies alternatives pour un même jeu

de données. Les premiers furent développés par Kishino et Hasegawa (1989) et avaient

pour but d’estimer la variance et l’intervalle de confiance de la différence de vraisemblance

entre deux topologies proposées pour un même jeu de données. Pour expliquer le principe

des tests Kishino et Hasegawa (KH), considérons deux topologies pour lesquelles on veut

déterminer si elles sont également supportées par les données (hypothèse nulle).

Intuitivement, nous attendons que, par erreur d’échantillonnage, les vraisemblances des

deux topologies (L1 et L2) ne soient pas identiques même si l’hypothèse nulle est vraie. Par

contre, si on était capable d’obtenir plusieurs jeux de données (p. ex., des pseudo-répliqués

de la matrice originale), on espérerait qu’« en moyenne » les vraisemblances des deux

topologies soient égales si l’hypothèse nulle est vraie. Ceci pourrait être calculé avec la

technique du bootstrap, mais étant donné le temps de calcul requis, les tests KH se basent
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Figure 22: Le bootstrap

Des matrices pseudo-répliquées sont construites en échantillonnant avec remise des positions de la matrice

originale (i) et un arbre phylogénétique est généré pour chacune des matrices (2). Les fréquences d’occurrence

de chacun des clades sont calculées (3) et représentées dans un arbre dit consensus (4).
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plutôt sur la méthode RELL (pour Resampting Esitmated Log-Liketihood), qui re

échantillonne les logarithmes de vraisemblance déjà estimés pour chaque position

(Kishino, Miyata et Hasegawa, 1990).

Shimodaira et Hasegawa (1999) ont proposé une version modifiée du test KH, le 5H,

permettant la comparaison de multiples topologies simultanément. Le test 8H étant trop

conservatif, Shimodaira (2002) proposa un nouveau test, le AU (pour Approximately

Unbiased), qui apparaît plus efficace que le KH, mais moins conservatif que le 8H.

L’utilisation de ces tests pour discriminer entre topologies est très répandue et plusieurs

d’entre eux sont implémentés dans des logiciels tels que PAUP (Swofford, 2002), TREE

PUZZLE (Schmidt et ut., 2002) et CONSEL (Shimodaira et Hasegawa, 2001).

1.8. Erreurs dans l’inférence phylogénétique

L’inférence phylogénétique peut être affectée par deux types d’erreur, stochastique et

systématique, entraînant la déviation entre un paramètre d’une population et son

estimation. La différence entre les deux types d’erreur repose sur le fait que, dans l’erreur

stochastique, cette déviation est causée strictement par la taille limitée de l’échantillon,

alors que dans l’erreur systématique, elle est due à des présomptions incorrectes de la

méthode d’estimation. Par définition, l’erreur stochastique disparaît dans des échantillons

de taille infinie, contrairement à l’erreur systématique, qui persiste, et peut même être

intensifiée (Swofford et aÏ., 1996).

1.8.1. L’erreur stochastique

Même si l’évolution a eu lieu exactement telle que supposée par le modèle évolutif

utilisé pour l’inférence phylogénétique, un arbre incorrect peut être obtenu. Ceci est dû à la

taille finie des alignements, qui génère des événements de chance induisant l’erreur

stochastique (Swofford et aÏ., 1996). Pour illustrer ceci, imaginons un tirage à pile ou face

avec une monnaie non truquée, c’est-à-dire avec une probabilité de 1/2 de tomber sur face.

Plus grand est le nombre de lancés, plus petite est la différence entre le nombre de faces
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obtenues et 50%. En généralisant, plus la taille de l’échantillon est grande, plus

l’estimation des paramètres sera proche de leur valeur réelle.

Le même principe s’applique à la reconstruction phylogénétique, où la taille des

alignements est toujours finie. D’ailleurs, plus la taille de l’alignement utilisé est petite,

plus l’arbre obtenu est affecté par l’erreur stochastique. Une manière de mesurer

l’influence de l’erreur stochastique est de calculer la variance des estimations obtenues à

partir de plusieurs échantillons, ce qui peut être fait avec des méthodes telles que le

bootstrap et le jackknife expliquées ci-dessus (Swofford et al., 1996).

1.8.2. L’erreur systématique

L’erreur systématique survient lorsque le processus évolutif viole les suppositions du

modèle utilisé pour la reconstruction phylogénétique. Cette erreur est d’autant plus grande

que le nombre de caractères utilisés est grand (Phillips, Delsuc et Penny, 2004). Pour que

l’erreur systématique mène à un arbre erroné, la magnitude du biais induit pas les

violations du modèle (signal non-phylogénétique) doit excéder le support légitime pour

l’arbre correct (signal phylogénétique). De plus, le biais doit aller dans la direction de

l’arbre incorrect. Contrairement à l’erreur stochastique, les analyses de bootstrap ou de

jackknife n’indiquent pas la présence d’erreur systématique dans un jeu de données, il faut

donc trouver d’autres moyens de le détecter.

Pour minimiser l’erreur systématique et ses effets dans la reconstruction

phylogénétique, plusieurs stratégies ont été proposées. Celles-ci consistent à éliminer le

signal non-phylogénétique des jeux de données, c’est-à-dire les substitutions mal

interprétées par les méthodes de reconstruction et qui supportent une topologie incorrecte.

La majorité de ces techniques se basent sur le fait que les artefacts de reconstruction

phylogénétique son dus à des substitutions multiples qui ne sont pas correctement

identifiées comme des reversions ou conversions par les méthodes d’inférence (Olsen,

1987). Les approches les plus simples consistent soit à éliminer les espèces à taux

d’évolution rapide, par définition, celles qui accumulent des substitutions multiples

(Aguinaldo et al., 1997; Philippe, Lartillot et Brinkmann, 2005), soit à ajouter des espèces,
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préférablement à taux d’évolution lent, pour diviser les longues branches (Hendy et Penny,

1989; Hillis, 1996).

Une autre approche qui s’est avérée efficace dans le combat des artefacts de

reconstruction phylogénétique est l’élimination des positions à taux d’évolution rapide.

Celles-ci sont saturées par des substitutions multiples et ont donc perdu leur signal

phylogénétique. Par exemple, la méthode $F (pour $tow/Fast) (Brinkmann et Philippe,

1999) consiste à identifier les positions qui n’ont subi aucune substitution à l’intérieur des

groupes prédéfinis (positions les plus lentes), et à rajouter progressivement les positions

qui ont subi au plus une, deux, trois, etc., substitutions. Ceci crée un ensemble de matrices

imbriquées, qui contiennent de plus en plus de positions rapides. Plusieurs analyses ont

montré que les matrices qui contiennent plus de positions rapides ont plus tendance à

induire des artefacts de reconstruction phylogénétique (Brinkmann et Philippe, 1999;

Brochier et Philippe, 2002; Delsuc, Brinkmann et Philippe, 2005; Philippe et al., 2000).

Pour éliminer le signal non-phylogénetique causé par l’hétérogénéité

compositionnelle, plusieurs auteurs ont proposé des techniques pour ajuster l’évolution

des données à un modèle stationnaire. Ceci consiste à regrouper les états de caractère en

groupes fonctionnels. Par exemple, le codage RY (Woese et al., 1991) consiste à remplacer

les nucléotides A et G par R (purine) et C et T par Y (pyrimidine). Ainsi, le fait que dans

quelques branches les substitutions A-)’G et T-)C sont plus probables que les substitutions

G-)A et C-)T est compensé. Un système de codage similaire a été proposé pour des

séquences d’acides aminés, où ceux-ci sont codés selon leurs caractéristiques physico

chimiques (Hrdy et al., 2004). Ces méthodes ont été utilisées avec succès pour résoudre

des questions phylogénétiques difficiles (Delsuc, Phillips et Penny, 2003; Hrdy et al.,

2004; Phillips et Penny, 2002).

1.9. La phylogénomique

Les analyses phylogénétiques basées sur un seul gène sont souvent affectées par

l’erreur stochastique due au nombre limité de positions informatives contenu dans les

petits jeux de données. En conséquence, les analyses basées sur une multitude de gènes

sont de plus en plus populaires. En effet, la quantité croissante de données générée par les
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projets de séquençage à échelle génomique a donné naissance à un nouveau champ de

recherche, la phylogénomique, qui se base sur les principes de la phylogénétique pour

expliquer les données génomiques (Eisen et Fraser, 2003). L’utilisation de données à large

échelle pour inférer l’histoire évolutive des organismes constitue une des branches de cette

nouvelle discipline.

Il existe plusieurs méthodes d’inférence phylogénomique basées soit sur des

caractéristiques génomiques, soit sur des séquences primaires (Figure 23). Les premières

consistent à comparer des génomes en se basant sur leur contenu en gènes, sur l’ordre de

ceux-ci et sur la présence de changements génomiques rares, etc., alors que les deuxièmes

se basent sur la comparaison des séquences primaires pour construire des arbres

phylogénétiques (Delsuc, Brinkmann et Philippe, 2005). Le point de départ aux analyses

phylogénomiques basées sur des séquences primaires sont les alignements de chaque gène.

Une fois ceux-ci obtenus, deux approches alternatives peuvent être utilisées (Figure 23). La

stratégie la plus populaire est l’analyse de la concaténation des alignements individuels en

utilisant les méthodes standard d’inférence phylogénétique (super-matrice). Dans cette

approche, les séquences des gènes qui sont absentes pour quelques-unes des espèces sont

codées par des points d’interrogation. Des études récentes ont montré que la proportion de

données manquantes peut être relativement haute sans que ceci entraîne une perte

d’efficacité dans la reconstruction phylogénétique (Driskell et al., 2004; Philippe et al.,

2004; Wiens, 2003). La deuxième approche consiste à analyser chaque partition (p. ex.,

chaque gène) séparément et à combiner les arbres résultants dans un super-arbre. Bien

que moins populaire que la méthode de super-matrice, cette approche s’avère très utile

pour combiner des arbres obtenus à partir de jeux de données disparates (p. ex., des

données moléculaires et des données morphologiques) (Liu et al., 2001).

Depuis quelques années, plusieurs études empiriques ont montré que l’utilisation de

jeux de données à l’échelle génomique peut résoudre des questions pour lesquelles les

phylogénies basées sur un seul gène avaient échoué (Bapteste et al., 2002; Madsen et al.,

2001; Murphy et al., 2ooi; Qiu et al., 1999; Rokas et aÏ., 2003; Soltis, Soltis et Chase,

1999). La phylogénomique a alors été considérée comme la panacée pour résoudre l’arbre

du vivant (Gee, 2003; Rokas et ut., 2003). Nonobstant, étant donné que l’erreur

systématique est aggravée dans les grands jeux de données, des résultats parfaitement
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résolus mais incorrects sont aussi attendus (Delsuc, Brinkmann et Philippe, 2005; Jeffroy

et ut., 2006; Phillips, Delsuc et Penny, 2004).

Methods based on whole-genome features
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Figure 23: Méthodes d’inférence phylogénomique

Méthodes basées sur des séquences primaires: la méthode de super-matrice consiste à concaténer les

alignements des gènes avant l’analyse phylogénétique, tandis que la méthode de super-arbre consiste à

combiner les arbres optimaux obtenus à partir de chaque gène. Méthodes basées sur des caractéristiques

génomiques : ces méthodes consistent à comparer des génomes selon le contenu en gènes, l’ordre des gènes,

l’occurrence de certaines oligonucléotides et les changements génomiques rares.
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2. Les eucaryotes

On distingue deux types d’organismes dans le monde vivant: les procaryotes

(bactéries et archées) et les eucaryotes (Doolittle, 1998). Les différences entre eux sont

remarquables. Les cellules eucaryotes ont en général des structures plus complexes et

contrastent avec les cellules procaryotes par la présence d’un ‘vrai’ (eu) noyau (caryon)

entouré d’une double membrane et contenant l’ADN. D’autres structures différencient les

eucaryotes des procaryotes: le réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi et le

cytosquelette. Un génome de plus grande taille et de structure plus complexe, la division

cellulaire par mitose ou par méiose et la capacité de générer des formes multicellulaires

différentiées sont d’autres caractéristiques propres aux eucaryotes.

Parmi les organites distinctifs des eucaryotes, sont à noter les mitochondries et les

chloroplastes, chacun entouré d’une double membrane. Les mitochondries (ou les

organites qui en dérivent) sont universelles à toutes les cellules eucaryotes, tandis que les

chloroplastes se retrouvent seulement chez quelques-uns, par exemple, les plantes. La

théorie de l’endosymbiose en série, qui postule que ces organites résultent de l’association

entre des bactéries endosymbiontes et une cellule hôte (Margulis, 1970; Sagan, 1967;

Taylor, 1974), est le modèle le plus accepté pour expliquer leur origine (Cavalier-Smith,

1987b; 1989; Gray, 1992; 1993).

2.1. Les organites d’origine endosymbiotique

2.1.1. La mitochondrie

La mitochondrie est un organite entouré de deux membranes qui contient son propre

matériel génétique. Dans la majorité des cellules eucaryotes, elle est utilisée pour générer

de l’ATP grâce à la phosphorylation oxydative (Saraste, 1999), mais, mis à part son rôle

dans la production d’énergie, elle participe aussi à d’autres fonctions comme le

métabolisme intermédiaire ou l’apoptose. Il est maintenant bien accepté que la

mitochondrie dérive d’une a-protéobactérie, hypothèse d’abord basée sur des

considérations biochimiques (John et Whatley, 1975) et confirmée plus tard par l’analyse
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phylogénétique de la petite sous unité de l’ARN ribosomal (PSU ARNr) mitochondriale

(Woese, 1987).

Le nombre de gènes contenus dans le génome mitochondrial, entre 5 (chez les

apicomplexes) et 94 (chez le jakobids), est très réduit par rapport à celui de son ancêtre a

protéobactérien (Lang, Gray et Burger, 1999). En effet, en évaluant à i 000 le nombre de

gènes du génome pré-mitochondrial, une quantité importante a dû être perdue pendant

l’évolution de la mitochondrie (Figure 24). Trois causes principales expliquent cette

réduction : (j) la perte des gènes non nécessaires à une vie intracellulaire (p. ex., ceux

codant pour des protéines impliquées dans la synthèse de nucléotides, d’acides aminés et

de lipides); (ii) la perte des gènes redondants par rapport au génome nucléaire —les

produits codés dans le noyau étant utilisés pour les fonctions mitochondriales (p. ex., les

ARN de transfert); et (iii) la migration de certains gènes vers le noyau —leurs produits étant

ensuite importés dans la mitochondrie (p. ex., gènes codant pour des complexes impliqués

dans la phosphorylation oxydative).

Endosymbionte
a—proteobactérïen Mitochond rie

Noyau primitif Noyau

Figure 24: Réduction du génome mitochondrial

Pendant la transition de bactérie à mitochondrie, le symbionte a-protéobactérien souffre d’une perte massive

de gènes, dont certains sont transférés au noyau.
Modifié d’après Burger, Gray et Lang (2003)
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Plusieurs groupes d’eucaryotes dits «amitochondriés» ne possèdent pas d’organites

qui répondent à la description classique de la mitochondrie. En revanche, ils possèdent des

organites dérivés de celle-ci (Boxma et al., 2005; Embley et al., 2003): soit des

hydrogénosomes, des organites entourés de deux membranes produisant de l’ATP et de

l’hydrogène (Lindmark et Muller, 1973), soit des mitosomes, des organites cryptiques de

fonction inconnue qui contiennent des protéines mitochondriales (Tovar, fischer et Clark,

1999). Confirmant que l’ancêtre de ces organismes possédait une mitochondrie, des gènes

codant pour des protéines d’origine mitochondriale ont été trouvés dans leurs génomes

nucléaires (Roger et Silberman, 2002). Ces observations conduisent à la conclusion qu’il

n’existe pas d’eucaryote dont l’ancêtre ne possédait pas de mitochondrie, impliquant que

l’origine de la mitochondrie a eu lieu avant la divergence de tous les eucaryotes connus à ce

jour (Burger, Gray et Lang, 2003).

2.1.2. Le chloroplaste

2.1.2.1. Les plastes primaires, secondaires et tertiaires

Les chloroplastes (ou plastes8) sont des organites, généralement photosynthétiques,

présents dans certains types d’eucaryotes. Comme la mitochondrie, les plastes dérivent

d’une bactérie, plus précisément d’une cyanobactérie (McFadden, 2001; Mereschkowsky,

1905), et leur génome est réduit par rapport à leur ancêtre (Timmis et al., 2004). Les

plastes sont présents chez une grande variété d’eucaryotes, en particulier, les plantes

terrestres, les algues vertes, rouges et brunes, les diatomées, les dinoflagellés et même

certains parasites humains comme, par exemple, Plasmodium faÏciparum, agent

responsable de la malaria. Due à cette extraordinaire diversité, l’inférence de l’origine

évolutive du plaste ainsi que de son histoire à travers les eucaryotes photosynthétiques

modernes s’avère difficile (voir Archibald, 2005 pour une revue récente).

L’ensemble des eucalyotes portant des plastes se divise en deux groupes: ceux qui

dérivent de l’endosymbiose primaire entre un hôte eucaryote et une cyanobactérie et ceux

qui dérivent des endosymbioses secondaires ou tertiaires, impliquant l’association entre

8 Le terme plaste sera utilisé de préférence pour désigner les chloroplastes en général, alors que le terme
chloroplaste sera réservé seulement aux chloroplastes des plantes vertes.
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une algue eucaryote contenant un plaste et un hôte eucaiyote (Figure 25). Les plastes

peuvent donc être primaires, secondaires ou tertiaires, et ils se distinguent par des

caractéristiques structurales, particulièrement par le nombre de membranes qui les

entourent (Moreira et Philippe, 2001).

Parmi les lignées eucaryotes connues, seulement les plantes vertes (incluant les

plantes terrestres et les algues vertes), les algues rouges et les glaucophytes possèdent des

plastes primaires, tandis que les plastes de toutes les autres lignées ont été acquis par des

endosymbioses secondaires ou tertiaires. Il existe sept grands groupes d’eucaryotes

contenant des plastes secondaires ou tertiaires. Ceux qui contiennent des plastes dérivés

des algues vertes sont les euglénoïdes et les chlorarachniophytes et ceux qui contiennent

des plastes dérivés des algues rouges sont les ciyptomonadines, les straménopiles, les

haptophytes, les dinoflagellés et les apicomplexes (Figure 26). Il est accepté que les

euglénoïdes et les chlorarachniophytes, qui ne sont pas phylogénétiquement reliés, ont

acquis leurs plastes par deux endosymbioses secondaires indépendantes (Ishida et al.,

1997; Keeling, 2001). Toutefois, un grand débat entoure la question du nombre
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Figure 25: Endosymbiose primaire et endosymbiose secondaire

A: Endosymbiose entre un eucaryote et une cyanobactérieà pour donner ‘ieu à un photosynthétique primaire

contenant un plaste primaire entouré de deux membranes. B Endosymbiose entre un eucaryote hétérotrophe

et un photosynthétique primaire pour former un paste secondaire entouré de quatre membranes.

Modifié d’après Archibald et Keellng (2002)
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d’endosymbioses secondaires qui auraient donné lieu aux organismes possédant des

plastes secondaires rouges (Moreira et Philippe, 2001; Palmer, 2003).
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Figure 26: Hypothèse sur l’origine et l’évolution des plastes

Une seule endosymbiose primaire aurait donné lieu aux plantes vertes, aux algues rouges et aux glaucophytes,

et les plastes verts et rouges des autres lignées auraient été acquis par des endosymbioses secondaires ou

tertiaires. Dans ce schéma, une seule endosymbiose secondaire rouge et deux vertes sont supposées, mais

d’autres hypothèses existent (voir texte). Les lignées qui auraient dû perdre leur plaste selon cette hypothèse

sont indiquées par des points d’interrogation. Les flèches rouges indiquent des pertes de plastes dans certains

(lignes discontinues) ou tous (lignes continues) les organismes du groupe et les numéros dans le coin en haut à

gauche des carrés indiquent le nombre de membranes entourant le plaste de l’organisme correspondant.

D’après Archibald (2005)
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2.1.2.2. Combien d’endosymbioses primaires à l’origine des plastes?

Bien que l’origine des plastes des plantes vertes, des algues rouges et des

glaucophytes par endosymbiose primaire avec une cyanobactérie ne soit pas discutée, il est

encore pour déterminer si ces trois types de plastes dérivent de la même endosymbiose

primaire ou s’ils dérivent de plusieurs endosymbioses indépendantes. La première

hypothèse implique que les plastes sont monophylétiques et que leur origine remonte à

une seule cyanobactérie, tandis que la deuxième implique des cyanobactéries différentes à

l’origine des plastes de chacune des lignées. Plusieurs caractères communs aux plastes

mais absents des cyanobactéries ont été proposés pour supporter une origine commune

des plastes: par exemple, la présence de deux opérons, psbB-psbN-psbH et atp-rps-rpo

(Reith et Munholland, 1993; Stoebe et Kowallik, 1999), et d’une séquence répétée inversée

(Turmel, Otis et Lemieux, 1999), ainsi que la similarité en contenu en gènes des génomes

plastiques (Martin et aÏ., 1998). Cependant, la validité de ces caractères a été mise en doute

alléguant que ces similarités ne sont que des convergences évolutives (Palmer, 2003;

Stiller, Reel et Johnson, 2003). Deux caractères additionnels, qui semblent être des

inventions post-endosymbiotiques communes aux plantes vertes et aux algues rouges,

apportent des évidences plus solides pour la monophylie des plastes: une protéine de

triple hélice de liaison à la chlorophylle (Durnford et al., 1999) et les composants TICno et

T0C34 de l’appareil d’import des protéines nucléaires vers le plaste (McFadden et van

Dooren, 2004). Ces trois protéines sont codées dans le noyau; leur présence chez les

glaucophytes n’a donc pu être testée par manque de séquences du génome nucléaire de ce

groupe.

La majorité des arbres phylogénétiques obtenus à partir des données du plaste sont

consistants avec l’hypothèse d’une seule endosymbiose primaire. La seule exception est le

gène rbcL, codant pour la RUBISCO (ribulose- 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase),

qui supporte la relation entre les plastes rouges et les protéobactéries et celle des autres

plastes avec les cyanobactéries. Cependant, il est maintenant connu que le comportement

de ce gène est dû à des duplications et à des transferts horizontaux entre les différentes

lignées (Delwiche et Palmer, 1996). Des analyses de la PSU ARNr incluant un vaste

échantillonnage de cyanobactéries (Bhattacharya et Mediin, 1995; Turner et aÏ., 1999)

supportent fortement la monophylie des plastes (valeur de bootstrap [VB] = 94-100%). Ce

résultat est aussi obtenu avec quelques gènes codant pour des protéines comme tujA
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(Deiwiche, Kuhsel et Palmer, 1995), atpB (Douglas et Murphy, 1994) et la concaténation

des gènes rpoB, rpoCi et rpoc2 (Cai et al., 2003) (VB 53-100%). Semant des doutes

quant à la monophylie des plastes, H a été suggéré que ces résultats sont dus à des artefacts

d’inférence phylogénétique causés par le contenu similaire en A+T des génomes plastiques

(Lockhart et al., 1992) et/ou par un processus d’évolution de type covarion (Lockhart et al.,

1998). Malgré la disponibilité de génomes complets de plusieurs plastes et cyanobactéries,

des analyses phylogénomiques destinées à tester la monophylie des plastes n’ont pas

encore été réalisées. Pourtant, ce type d’analyse pourrait être cruciale pour tester la

congruence entre les différents marqueurs et pour la détection du signal non

phylogénétique.

2.2. Vue historique sur la classification des eucaryotes

2.2.1. La classification selon des caractères morphologiques

Dès le XWIIème siècle, des caractéristiques morphologiques furent utilisées pour

classifier les eucaryotes (Linnaeus, 1758). Les premières classifications distinguaient les

organismes motiles, les animaux, de ceux sans capacité de déplacement, les plantes

(incluant les algues, les mousses et les champignons), et groupaient toute la diversité des

eucaryotes unicellulaires dans un ensemble appelé Protozoa (Owen, 1859), Protoctista

(Hogg, i86o) ou Protista (Haeckel, 1866). Pour illustrer l’esprit de l’époque, voici la

description d’une telle classification selon Richard Owen (1859)

« When the organism can also move, receive the nutritive matter by a
mouth into a stoinach, inhale oxygen and exhale carbonic acid, develop
tissues the proximate princip les of which are quaternary compounds of
carbon, hydrogen, oxygen, and nitrogen, it is called an “animal.” When the
organism is rooted, has no mouth or stomach, exhales oxygen, has tissues
composed of “cellulose” or of binary or ternary compounds, it is called a
‘tant.” But the two divisions of organisms calted ‘plants” and “animals”
are specialized members of the great natural group of living things, and
there are numerous organisms, mostly of minute size and retaining the
form of nucleated celis, which manzfest the common organic characters,
but without the distinctive super-additions of true plants or animals. Such
organisms are called “Protozoa,” and include the sponges or Amorphozoa,
the foraminfera or Rhizopods, the Polycystineae, the Diatomaceae,
Desmidiae, and most of the so-called Polygastria of Ehrenberg, or
infusorial animalcules of older authors. »
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En 1969, Robert H. Whittaker proposa sa classification en cinq royaumes, qui est

considérée comme la dernière synthèse de l’ère «prémoléculaire» (Adoutte et al., 1996).

Selon cette classification, on distingue deux grands groupes, les procaryotes (Monera) et

les eucaryotes. Parmi ces derniers, on distingue les protistes, desquels dérivent les plantes,

les champignons et les animaux, classés selon leur mode de nutrition, soit l’autotrophie,

l’absorption ou l’ingestion (figure 27). Il est intéressant de remarquer que, dans cette

classification, les champignons forment un royaume à part; Whiftaker rejeta donc la

pensée commune qui dictait que les champignons et les plantes sont apparentés dû à

l’absence de motilité et à la possession de parois cellulaires. De plus, dans ce modèle, les

protistes occupent déjà une position clé, entre les procaryotes et les eucaryotes

multicellulaires, suggérant que leur étude pourrait éclairer des questions comme l’origine

de la cellule eucaryote et des grands groupes multicellulaires (Adoutte et al., 1996).

Plantae Fung Animalia

\.2

Monera

Figure 27: La classification en cinq royaumes de Whiftaker

Les cinq royaumes (Plantae, fungi, Animalia, Protista et Monera) sont organisés selon leur complexité (du bas

vers le haut) et selon leur mode de nutrition (de gauche à droite).

D’après Whittaker (1969)
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La première classification à l’intérieur des protistes date du XIXème siècle et

reconnaissait quatre grands groupes: les sarcodines (ou rhizopodes), les mastigophores

(porteurs de flagelles), les infusoires (ciliés actuels) et les sporozoaires (des parasites

intracellulaires). Plus tard, des études de microscopie électronique menèrent à la

reconnaissance d’un nombre plus important de groupes de protistes, distinguant déjà des

ensembles monophylétiques comme les dinoflagellés, les euglénides, les diatomées ou les

apicomplexes (Adoutte et al., 1996). En 1984, Corliss (Corliss, 1984) reconnaissait 45
phylums de protistes et ce nombre a augmenté considérablement jusqu’à une centaine de

groupes ayant une identité ultrastructurale propre (Patterson, 1994).

2.2.2. Les premières phylogénies moléculaires

2.2.2.1. Phylogénies basées sur L%RNr: l’hypotèseArchezoa

Les études comparatives de données morphologiques furent utiles pour différencier

les grands groupes d’eucaryotes, mais pas suffisantes pour définir les relations entre les

groupes et à l’intérieur de ceux ci. Un grand espoir fut donc placé dans les phylogénies

moléculaires, basées initialement sur la PSU ARNr. Dans l’arbre des eucaryotes (raciné

avec les procaryotes) obtenu à partir de cette molécule (Sogin, 1989; Sogin et al., 1989;

Vossbrinck et al., 1987), on distinguait deux parties: la «couronne », qui contenait les

grands groupes —plantes, animaux, champignons, straménopiles, alvéolés et algues

rouges—sans que les relations entre eux soient résolues, et la «base », avec le branchement

paraphylétique de plusieurs groupes de protistes. Parmi ceux-ci, les plus basales étaient les

diplomonadines, les trichomonadines et les microsporidiens, tous des eucaryotes sans

mitochondrie (Figure 28).

Le regroupement basal de ces trois lignées d’eucaryotes amitochondriés mena à

confirmer l’hypothèse Archezoa (Cavalier-Smith, 1983), selon laquelle plusieurs groupes

d’eucaiyotes appelés Archezoa (diplomonadines, trichomonadines, microsporidiens et

archamibes) émergèrent avant l’origine de la mitochondrie et représentaient donc des

reliques vivantes d’une période amitochondriée de l’évolution des eucaryotes (Figure 28).

De plus, comme attendu pour des eucaryotes primitifs, ces amitochondriés ont une
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ultrastructure simple, ne possèdent pas certains organites comme les peroxisomes et ont

un système d’endomembranes peu développé.

Bien qu’apparemment supportée par la morphologie et les données moléculaires,

l’hypothèse Archezoa fut vite réfutée par d’autres évidences qui suggéraient une perte

secondaire de la mitochondrie chez les amitochondriés (Keeling, 1998; Roger, 1999). Parmi

celles-ci on trouve (j) la position non basale de quelques uns des Archezoa (p. ex.,

l’archamibe Entamoeba histotyticu) et (ii) la présence de protéines d’origine

mitochondriale (p. ex., la protéine de choc thermique H$P7o et la chaperonne Cpn6o) chez

les archamibes (Clark et Roger, 1995), les trichomonadines (Germot, Phulippe et Le

Guyader, 1996; Roger, Clark et Doolittie, 1996), les diplomonadines (Roger et al., 1998) et

Archezoa — — —
,“ Microspondia
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Mycetozoa
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Figure 28: Phylogénie des eucaryotes basée sur 1’ARNr

Les lignées situées près de la racine de l’arbre (diplomonadines, trichomonadines et microsporidiens) furent

considérées des eucaiyotes amitochondriés primitifs et appelés Archezoa. Les lignées les plus éloignées de la

racine furent considérées les plus dérivées et appelées «groupes de la couronne ». Les couleurs indiquent les

organismes qui possèdent des plastes rouges ou verts.

D’après Embley et Martin (2006)
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les microsporidiens (Germot, Philippe et Le Guyader, 1997; Horner et al., 1996). De plus, il

a été demontré que ces protéines sont localisées dans des organites dérivés de la

mitochondrie (Bui, Bradley et Johnson, 1996; Tovar, Fischer et Clark, 1999). Toutes ces

caractéristiques supportent l’hypothèse d’une simplification secondaire chez les Archezoa,

leur ancêtre possédant déjà une mitochondrie (Lang, Gray et Burger, 1999) (mais voir

aussi Sogin, 1997).

2.2.2.2. Artefacts d’inférence phylogénétique: l’hypothèse du « big bang »

La perte secondaire de la mitochondrie chez les Archezoa n’est pas contradictoire

avec la position basale de ces organismes. Cependant, des positions alternatives (souvent

mieux supportées) pour ces espèces ont été proposées. En particulier, des arbres inférés à

partir de la tubuline (Keeling et Doolittie, 1996) et de l’ARN polymérase II (Hirt et al.,

1999) supportent le placement des microsporidiens dans les champignons. Ceci est aussi

confirmé par une insertion unique aux champignons, animaux et microsporidiens dans le

facteur d’élongation ia (Efra) (Baldauf et Doolittle, 1997). Les microsporidiens sont donc

des champignons qui, dû à leur style de vie en tant que parasites intracellulaires, ont

souffert de simplifications secondaires au niveau de leur ultrastructure et d’une réduction

importante de la taille de leur génome (seulement 2,9 Mpb) (Keeling et McFadden, 1998).

Suite à ces observations, il est possible de conclure que le placement basal de certains

organismes dans la phylogénie de la PSU ARNr pourrait être causé par des artefacts de

reconstruction phylogénétique (Embley et Hirt, 1998). De plus, comme le groupe extérieur

utilisé pour enraciner l’arbre des eucaryotes (les procaryotes) est très éloigné, un artefact

d’attraction des longues branches entre celui-ci et les eucaryotes avec le plus grand taux

d’évolution est attendu (Philippe, Germot et Moreira, 2000). La comparaison de

phylogénies basées sur plusieurs marqueurs (ARNr, actine, tubuline, Efia, etc) supporte

cette hypothèse. En effet, comme pour l’ARNr, la majorité des analyses dérivées de gènes

codant pour des protéines résultait dans un arbre divisé en deux parties, la couronne et la

base. Curieusement, les espèces à la base n’étaient pas les mêmes pour tous les marqueurs.

Par exemple, dans les phylogénies basées sur l’ARNr et sur l’actine, les ciliés se

positionnent respectivement dans la couronne ou à la base de l’arbre, alors que le

phénomène contraire était observé pour les euglénozoaires. Effectivement, il semble que
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dans chaque cas les organismes avec le plus haut taux d’évolution pour le gène analysé sont

attirés vers la base de l’arbre (Philippe et Adoutte, 1998).

Ces contradictions entre les différents marqueurs peuvent être expliquées par

l’hypothèse du « big bang » (Philippe et Adoutte, 1998), qui postule que les grands

groupes eucaryotes ont divergé à l’intérieur d’un court laps de temps, rendant l’inférence

des relations phylogénétiques entre eux difficile ou même impossible. Selon cette

hypothèse, tous les groupes d’eucaryotes font partie de la «couronne ». La position basale

de certains d’entre eux serait due à des artefacts d’inférence phylogénétique, comme

l’attraction des longues branches (Philippe, Germot et Moreira, 2000).

2.2.3. Phylogénies basées sur plusieurs gènes concaténés

Les analyses basées sur une petite quantité de données (un seul gène) ne contiennent

pas assez d’information phylogénétique pour résoudre la plupart des relations entre les

grands groupes d’eucaryotes, et des études basées sur plusieurs gènes simultanément sont

nécessaires. Des analyses de ce type commencèrent à être utilisées dans les années 90,

mais dû au manque de données moléculaires disponibles à l’époque, elles n’incluaient que

quatre ou cinq espèces (Kuma et al., 1995; Nikoh et al., 1994). Un peu plus tard, des

résultats plutôt encourageants furent trouvés par des analyses basées sur la concaténation

de plusieurs gènes mitochondriaux ou nucléaires (entre 4 et 13) avec un échantillonnage

taxonomique plus intensif (Baldauf et al., 2000; Burger et al., 1999; Moreira, Le Guyader

et Philippe, 2000). Entre autres, ces études supportaient des groupes comme les clusters

«animaux + champignons » et « plantes vertes + algues rouges ».

La hausse considérable de données moléculaires disponibles pour beaucoup de

groupes eucaiyotes a mené depuis le début de la présente décennie à un nombre croissant

d’analyses basées sur une multitude de gènes (des analyses phylogénomiques). En

particulier, ce type d’analyses s’est avéré efficace pour résoudre les relations

phylogénétiques entre les angiospermes (Qiu et al., 1999; Soltis, Soltis et Chase, 1999) et

entre les mammifères (Madsen et al., 2ooi; Murphy et al., 2001). À plus grande échelle

dans l’évolution des eucaryotes, la phylogénomique a confirmé la monophylie des grands

phylums supportés par de caractères morphologiques, corroboré la relation longtemps
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suspectée entre les choanoflagellés et les animaux (King et Carroli, 2001; Lang et al., 2002;

Philippe et al., 2004), et même proposé des ensembles d’organismes d’apparence très

diverse (Bapteste et al., 2002). L’état actuel des connaissances sur la phylogénie des

eucaryotes, incluant les contributions de la phylogénomique, est résumé dans la section

suivante.

2.3. Vue actuelle de la classification des eucaryotes

Comme il a été dit précédemment, l’arbre des eucaryotes «base + couronne»

obtenu à partir de l’ARNr dans les années sa a subi une période de déconstruction durant

les années 90.

,‘ïIanta -- ChromaIveoIata
I

Glaucophytes Alveo(ateL
Stram.nopI.. s — —

Red &ge Haptophtes . — — 4

Grecn oIge Cryptophytel RhizariaPIans Radiol.ria I
Iercooa

(LobOe .moeba)
C

Foramlnltera?)_,..’

Palobionti, fetereiobosea,
Uycdozo.n ilim. moud. — — — — —

Ent.mo.b.e Jakobida
monade.

E Retorlarnonads, s

hoko
AnimaIs Tr,mast, Excavata t

Choano- Malaw,monasnta Ilagetiatea Diplomonacis. J

Catpediemonas, s
Ieariid amoebac Paratasalids — 5

Fungl (inc. — — —
microsporidia)

From: Smp.o.’, L Rager (2004)
Cisc &ol. 14: R693.R696

Figure 29 Hypothèse actuelle sur l’arbre des eucaryotes

Représentation schématique de la classification des eucaryotes en six super ensembles. Les lignes discontinues

représentent les ensembles supportés uniquement par des indications préliminaires. Plusieurs groupes

d’eucaryotes microscopiques peu étudiés (indiqués en noir) n’ont pas d’affinités avec aucun des six ensembles

et semblent former des groupes distincts.

Eubactetia Archaebacteçla

Modifié d’après Simpson et Roger (2004b)
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On est maintenant dans une période de reconstruction de l’arbre des eucaryotes

grâce (j) à la hausse des données moléculaires disponibles pour une grande variété de

groupes, (ii) à l’amélioration des modèles d’évolution de séquences et (iii) à une plus

grande puissance de calcul disponible. Nous décrivons ci-dessous l’état actuel de la

classification des eucaryotes (Figure 29) en distinguant les groupes dits « solides » de ceux

pour lesquels des études plus approfondies sont nécessaires.

2.3.1. L’ensemble Opisthokonta

Le groupe Opisthokonta (Cavalier-Smith, 1987a) comprend les animaux, les

champignons et quelques protistes comme les choanoflagellés, les Ichthyosporea et les

Nucleariidae (Figure 30). Dès le XIXéme siècle, la relation phylogénétique entre les

animaux et les choanoflagellés fut suggérée en se basant sur la similarité de ces derniers

avec les choanocytes, une sorte de cellules spécialisées des éponges (James-Clark, 1866).

La présence d’un seul flagelle postérieur dans le sperme de la majorité des animaux, dans

les spores de plusieurs champignons, ainsi que dans les différents groupes de protistes

inclus dans cet ensemble semble être le seul caractère morphologique qui supporte la

monophylie des opisthocontes (Cavalier-Smith et Chao, 1995). En revanche, ce groupe

apparaît très solide dans les phylogénies moléculaires (p. ex. Baldauf, 1999; Baldauf et al.,

2000; Bapteste et al., 2002; Philippe et al., 2004) et est aussi supporté par des insertions

dans le Efla et l’énolase (Baldauf et Palmer, 1993). Les relations entre animaux,

champignons et protistes qui composent le groupe restent encore à définir.

2.3.2. L’ensemble Amoebozoa

L’ensemble Amoebozoa (Liihe, 1913) comprend la majorité des protistes se déplaçant

et se nourrissant à l’aide de pseudopodes (Figure 30). Il inclut des organismes très

distincts comme les classiques amibes du genre Amoeba, les myxomycètes, avec une phase

amiboïde et une phase multicellulaire de sporulation (p. ex. Dictyostetium discoideum), et

des parasites amitochondriés comme Entamoeba histolytica, qui cause plus de 50,000

morts humaines chaque année. À cause de la phase multicellulaire des myxomycètes,

acquérant la forme d’un champignon doté d’une tête constituée d’amibes pleines de spores,
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ces organismes furent considérés des champignons, tandis que les autres amoebozoaires

furent considérés des animaux. En fin, les évidences moléculaires solides pour la

monophylie des Amoebozoa sont apparues récemment (Bapteste et al., 2002; Gray, Lang

et Burger, 2004; Brinkmann, Gray et Philippe, communication personnelle).

2.3.3. L’hypothèse Plantae

Le royaume Plantae (Cavalier-Smith, 1981), aussi appelé Archeplastida (Adi et uL,

2005), comprend les trois lignées des eucaryotes photosynthétiques primaires, c’est-à-dire

ceux qui possèdent des plastes entourés de deux membranes et dérivés directement de

l’endosymbiose avec une cyanobactérie: les plantes vertes, les algues rouges et les

glaucophytes (Figure 31).

Les plantes vertes (Viridiplantae) constituent l’ensemble formé des plantes

terrestres et des algues vertes et occupent une grande diversité d’habitats comme les

océans, l’eau douce, le sol et même la neige. Leurs plastes sont colorés par les chlorophylles

u et b et c’est grâce à cette caractéristique que la relation de parenté entre les plantes

terrestres et les algues vertes a été proposée (Bower, 1908), observation confirmée plus

tard par des analyses phylogénétiques (Graham, Delwiche et Mishler, 1991).

Figure 30 : Exemples d’opisthocontes unicellulaires et d’amoebozoaires

A: Monosiga ovata (choanoflagellé). B: Amoebidium parasiticum (Ichthyosporea). C t NucÏearia simplex

(Nucleariidae), D : DictyosteÏium discoideum (Amoebozoa), E : Amoeba proteus (Amoebozoa).

Source: http://microscope.mbLedu/



Introduction 66

Les algues rouges (Rhodophyta) prédominent dans les environnements marins,

mais peuvent aussi exister dans l’eau douce et même dans des milieux plus hostiles comme

des eaux thermales ou des salines. Leurs plastes sont colorés par la chlorophylle a et par

des phycobiliprotéines organisées en phylcobilisomes, soit des complexes pigment-

protéine collecteurs d’énergie lumineuse attachés à la surface de la membrane

thylakoïdale. Par cette organisation des thylakoïdes, les plastes des algues rouges (et des

glaucophytes; voir plus bas) ressemblent aux cyanobactéries plus que ceux des plantes

vertes (Delwiche, 1999).

Les glaucophytes (Glaucophyta ou Glaucocystophyta) forment un petit groupe

d’algues unicellulaires d’eau douce peu étudié dont les plastes sont aussi colorés par la

chlorophylle u et par des phycobilisomes. Les plastes des glaucophytes, aussi appelés

cyanelles, se distinguent de ceux des deux autres lignées par la présence (i) d’une paroi de

peptidoglycane entre les membranes interne et externe qui est le restant de la paroi

cellulaire du type gram-négative trouvée chez les cyanobactéries (Lôffelhardt et Bohnert,

1994) et (ii) des carboxysomes, des corps polyédriques impliqués dans la fixation de C02

présents aussi chez les cyanobactéries (Kaplan et Reinhold, 1999). Ces deux structures

d’origine cyanobactérienne et absentes chez les plastes rouges et verts sont à l’origine de

l’idée erronée que les cyanelles sont en fait des cyanobactéries non réduites, alors qu’il est

connu que le génome du glaucophyte Cyanophoru paradoxa est aussi réduit que celui des

autres plastes (Stirewalt et al., 1995). Toutefois, ces deux caractéristiques ancestrales de

leurs cyanelles placent les glaucophytes dans une position clé dans l’évolution des plastes.

Figure 31: Exemples d’organismes du groupe Plantae

A: Boxus sempervirens (plante terrestre). B: ChÏoreÏÏa vulgaris (algue verte). C : Porphyra sp. (algue rouge),

D: Porphyridium purpureum (algue rouge), E: Cyanophora paradoxa (glaucophyte). F: GÏaucocystis

nostochinearum (glaucophyte).

Sources http://www.biol.tsukuba.ac.jp, http://www.botany.wisc.edu, http://www.ucmp.berkeiey.edu



Introducdon 67

En effet, si les plastes primaires sont monophylétiques, il est alors logique que les

glaucophytes aient une position basale, minimisant ainsi le nombre de pertes de la paroi de

peptidoglycane et des carboxysomes.

L’hypothèse Plantae (Cavalier-Smith, 1981) postule pour une endosymbiose primaire

expliquant l’origine des plastes, ce qui implique la monophylie des eucaryotes

photosynthétiques primaires ainsi que celle de leurs plastes et dérivés. La monophylie des

plastes est supportée par plusieurs caractères et est acceptée par la communauté

scientifique (voir section 2.1.2); cependant, à part leurs plastes, il n’existe pas de caractère

commun aux algues rouges, aux plantes vertes et aux glaucophytes.

Les premières phylogénies incluant des séquences de plantes vertes, d’algues rouges

et de glaucophytes, basées sur la PSU ARNr, la tubuline ou l’actine (Bhattacharya et al.,

1995; Bhattacharya et Weber, 1997; Keeling et al., 1999), ne retrouvaient pas la

monophylie du groupe, ce qui a mené à postuler une variété d’hypothèses impliquant des

origines multiples des plastes pour les trois lignées. Cependant, même si ces analyses ne

supportaient pas la monophylie des Plantae, elles ne la rejetaient pas non plus car aucune

autre alternative n’était supportée. Il existe deux exceptions à ce manque de résolution : le

facteur d’élongation 2 (EF2), qui supporte le groupe «algues rouges + plantes vertes»

(Moreira, Le Guyader et Philippe, 2000) et l’ARN polymérase II (RPB1), qui rejette cette

relation (Stiller et Hall, 1999). Pour concilier ces deux résultats, il a été proposé (i) que les

analyses de la RPBr sont affectées par des artefacts d’inférence phylogénétiques dû au

pauvre échantillonnage taxonomique utilisé (Moreira, Le Guyader et Philippe, 2000) ou

(ii) que le signal du EF2 est dû à une dizaine de sites qui supportent la relation algues

rouges + plantes vertes par convergence évolutive (Stiller, Riley et Hall, 2001).

Deux analyses basées sur la concaténation de plusieurs gènes supportent la

monophylie rouge + vert: la fusion de 13 gènes nucléaires incluant le EF2 et la RPBi

(Moreira, Le Guyader et Philippe, 2000), et la fusion de 4 gènes mitochondriaux (Burger et

al., 1999). Cependant, (i) l’exclusion du Ef2 de la première analyse supporte un résultat

alternatif, suggérant que ce gène est le seul responsable de cette relation (Nozaki et al.,

2003), et (ii) l’analyse d’un autre sous-ensemble de gènes du génome mitochondrial (nadi

6 au lieu de coxi-3, cob) ne supporte pas la monophylie rouge + vert, suggérant que les

données mitochondriales pourraient ne pas être adéquates pour résoudre ce genre de
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questions (Stiller, Riley et Hall, 2001). En plus de ne pas donner de résultats concluants

quant aux relations entre plantes vertes et algues rouges, l’ensemble de ces analyses ne

donnent aucune information sur la position phylogénétique des glaucophytes. En effet, le

jeu mitochondrial n’inclut aucun représentatif de ce groupe (Burger et al., 1999; Stiller,

Riley et Hall, 2001) et l’analyse d’un jeu de données de six protéines nucléaires incluant le

glaucophyte Cyanophora paradoxa, ne résout pas leur position (Moreira, Le Guyader et

Philippe, 2000).

2.3.4. L’hypothèse Chromalveolata

Les chromalvéolés sont définis comme les algues chromophytes, c’est-à-dire celles

dont l’ancêtre possédait des plastes secondaires d’origine rouge avec chlorophylle c, ainsi

que leurs descendants non photosynthétiques (Christensen, 1989). Ils représentent une

grande fraction de la biodiversité des eucaryotes (Figure 32) et ils incluent des organismes

photosynthétiques responsables de 70% de la production primaire des océans

(haptophytes, dinoflagellés et diatomées), des organismes pathogènes de plantes

(oomycètes), des parasites d’animaux (apicomplexes) et des phagotrophes de vie libre

(ciliés). D’un point de vue taxonomique, on distingue deux groupes: les chromistes et les

alvéolés.

Les chromistes (Cavalier-Smith, 1981) incluent les ciyptophytes, les haptophytes et

les straménopiles, et sont principalement définis par la localisation du plaste à l’intérieur

du réticulum endoplasmique rugueux. Les cryptophytes forment un groupe d’algues

unicellulaires abondantes qui se caractérisent par la rétention d’un vestige du noyau de

l’algue rouge endosymbionte et appelé nucléomorphe. Les haptophytes sont des algues

unicellulaires de grande importance écologique; la majorité est recouverte de plaques

calcaires appelées coccolithes, composantes primaires des boues crayeuses. Les

straménopiles (ou hétérocontes) constituent un groupe très diversifié qui inclut des

organismes photosynthétiques comme les diatomées et les algues brunes (pouvant

mesurer jusqu’à 50 mètres de hauteur), ainsi que des organismes pathogènes dépourvus de

plaste comme l’oomycète Fhytophthora infestans, qui attaque la pomme de terre et fut

responsable de la grande famine en Irlande entre 1845 et 1849 (Archibald et Keeling,

2004; Cavalier-Smith, 2004).
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La monophylie des alvéolés (Cavalier-Smith, 1993) est solidement supportée par des

phylogénies moléculaires (p. ex., Fast et al., 2002; Harper, Waanders et Keeling, 2005;

Wolters, 1991). Ce groupe inclut les dinoflagellés, les apicomplexes et les ciliés, tous trois

caractérisés par la présence de vésicules sous-membranaires formant des sortes d’alvéoles.

Les dinoflagellés sont des algues unicellulaires avec un plaste secondaire rouge à

l’origine. Cependant, certaines espèces ont perdu leur plaste et soit sont restées

hétérotrophes, soit ont effectué des endosymbioses secondaires avec une algue verte ou

tertiaires avec un haptophyte, un stramenopile ou un cryptophyte (Figure 26). Certains

sont connus pour causer les marées rouges et l’empoisonnement des mollusques. Les

apicomplexes sont probablement le groupe de parasites avec le plus de succès sur terre

et incluent les agents de la toxoplasmosis, de la cryptosporidiosis et de la malaria

(Plasmodium). Malgré leur style de vie parasite, la plupart ont retenu un plaste non

photosynthétique, témoin du passé photosynthétique de leur ancêtre. Les ciliés sont des

prédateurs dépourvus de plaste, présents dans une grande diversité d’habitats et incluent

des eucaryotes modèles comme Paramecium et Tetrahymena (Archibald et Keeling, 2004;

Cavalier-Smith, 2004).

L’hypothèse Chromalveolata (Cavalier-Smith, 1998) postule une seule endosymbiose

secondaire à l’origine des six groupes décrits ci-dessus (Figure 26), ce qui implique la perte

Figure 32: Exemples d’organismes du groupe Chromalveolata

A: Ciyptophyte. B: Haptophyte. C : Stramenopile (diatomée). D: Stramenopile (algue burne). E:

Apicomplexa. F: Dinoflagellé. G: Cilié.

Sources http;//www.inria.fr, http://wwwaecom.yu.edu, http://www.nielsbiocom, http://www.biocrawler.com
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complète du plaste chez certaines lignées comme les oomycètes et les ciliés. Pour tester

l’hypothèse Chromalveolata, la monophylie des plastes ainsi que celle des cellules hôtes

doivent être obtenues. Des analyses phylogénétiques récentes basées sur la concaténation

de cinq gènes du plaste supportent la monophylie des chromistes (Yoon et al., 2002) et des

analyses de gènes nucléaires d’origine plastique comme la glycéraldéhyde-3-phosphate

déshydrogénase (GAPDH) (Harper et Keeling, 2003) et la fructose-bisphosphate aldolase

(FBA) (Patron, Rogers et Keeling, 2004) supportent une origine commune des plastes

rouges des dinoflagellés, alvéolés, stramenopiles et cryptophytes. Les données du plaste

supportent donc la monophylie des chromalvéolés. En revanche, les phylogénies basées sur

des gènes de l’hôte ne donnent pas de résultats concluants (Bhattacharya et al., 1995;

Harper, Waanders et Keeling, 2005). Par exemple, l’analyse de la concaténation de six

protéines cytosoliques codées dans le noyau incluant tous les groupes de chromalvéolés ne

retrouve pas leur monophylie. Cependant, plusieurs analyses phylogénomiques supportent

la monophylie des alvéolés + straménopiles (e.g., (Philippe et al., 2004)), qui sont les deux

seuls groupes inclus dans ce genre d’analyse à cause du manque de données à échelle

génomique pour les haptophytes et les pour ciyptophytes. Des études phylogénomiques

incluant des représentants de tous les groupes des chromalvéolés sont donc nécessaires

pour comprendre la propagation de la photosynthèse chez les eucaryotes.

2.3.5. L’hypothèse Excavata

L’hypothèse Excavata (Cavalier-Smith, 2002; Simpson, 2003) est l’une des plus

controversées dans la phylogénie des eucaryotes parce que (i) elle concerne le placement

des eucaryotes supposés « primitifs » comme les Archezoa, et (ii) elle implique la

monophylie d’un ensemble de protistes qui ne partagent aucun caractère commun à tout le

groupe. L’hypothèse Excavata se base plutôt sur des similarités morphologiques et des

analyses phylogénétiques qui supportent des sous-ensembles chevauchants formant un

réseau qui unifie tout le groupe (Simpson, 2003).
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2.3.5.1. D4rchezoa à Excuvutu

L’histoire de l’hypothèse Excavata est étroitement liée à celle de l’hypothèse

Archezoa (exposée dans la section 2.2.2.1). Pendant l’époque de cette dernière, des

comparaisons morphologiques montrèrent que certains groupes d’eucaryotes

mitochondriés, soit les percolozoaires (Heterolobosea), les jakobides et les

malawimonadines, partageaient des similarités ultrastructurales avec les deux lignées

d’Archezoa diplomonadines et retortamonadines (Cavalier-Smith, 1992; O’Kelly, 1993;

Sleigh, 1989). En particulier, ces espèces partagent un sillon nutritif ventral utilisé pour

collecter des particules en suspension. Dans le cadre de l’hypothèse Archezoa, les

percolozoaires, les jakobides et les malawimonadines furent considérés les eucaryotes

mitochondriés les plus proches des eucaryotes amitochondriés et, par conséquent, de

l’origine de la mitochondrie (Cavalier-Smith, 1992; O’Kelly, 1993).

Plus tard, avec la réfutation de l’hypothèse Archezoa dans les années 90, ces

similarités ultrastructurales furent considérées, non pas comme des caractères ancestraux,

mais plutôt comme des caractères partagés dérivés unifiant les diplomonadines, les

retortamonadines, les percolozoaires, les jakobides et les malawimonadines dans un

nouvel ensemble: les excavés (Simpson, 2003; Simpson et Patterson, 1999). Plus

récemment, le groupe a été élargi (Figure 33) par l’ajout de Trimuxtix et de

Carpediemonuds, qui partagent les similarités ultrastucturales typiques des excavés

(Simpson, Bernard et Patterson, 2000; Simpson et Patterson, 1999), ainsi des

oxymonadines, des parabasaliens (p. ex. Trichomonas) et des euglénozoaires (Figure 33)

qui, dans les phylogénies moléculaires, semblent être apparentés à l’un ou à plusieurs des

groupes mentionnés ci dessus.
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2.3.5.2. Evidences morphologiques pour l’hypothèse Excavata

L’organisation du cytosquelette des jakobides, des malawimonadines, de Trimastix,

de Carpediemonas et des retortamonadines est très similaire et suggère une origine

commune de ces cinq lignées, appelés «excavés typiques» (Simpson, 2003). Les

jakobides (p. ex., Reclinomonas, Histiona, Jakoba, Seculamonas) et les

malawimonadines (MaÏawimonas) sont des bactériophages flagellés à vie libre qui

possèdent une mitochondrie, tandis que Trimastix, Carpediemonas et les

retortamonadines ne possèdent pas de mitochondrie classique et habitent dans des

environnements pauvres en oxygène (Simpson, 2003). En plus du sillon nutritif ventral,

ces cinq groupes partagent au moins sept autres caractéristiques morphologiques uniques

aux excavés (Table V). Ces particularités ultrastructurales sont associées à l’appareil

flagellaire et incluent les fibres non microtubulaires I, B, C et composée, la division de la

racine microtubulaire en deux portions (extérieure et intérieure), une racine simple extra

a b d

I
figure 33 : Apparence des dix groupes d’excavés au microscopie optique

A: Jakoba incarceratu (jakobide). B: Malawirnonas jakobiformis. C : Trimastix pyrtformis. D:

C’arpediemonas membrcnfera. E: Chihmastix cuspidata (retortamonadine). F: Trepomonas agitis

(diplomonadine). G: Percolomonas descissus (percolozoaire). H: Monocercomonoides hausmanni

(oxymonadine). I: Dimastigetta trypanzforrnis (euglénozoaire). J : Pseudotrichomonas keilini (parabasalien).

D’après Simpson (2003)

g h J
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et un type particulier de manche flagellaire (O’Kelly et Nerad, 1999; Simpson, 2003;

Simpson et Patterson, 1999).

Les diplomonadines (p. ex., Giardia), un groupe d’amitochondriés habitant les

intestins des animaux, et les percolozoa ou Heterolobosea (p. ex., Percolomonas), un

groupe composé en majorité d’organismes amiboïdes, possèdent tous les deux un sillon

ventral9, mais manquent de la majorité des autres caractéristiques propres aux excavés

(Table V). Par contre, les oxymonadines, endosymbiontes des intestins des animaux,

partagent plus de caractères structuraux, mais ne possèdent pas le sillon caractéristique.

Finalement, les deux groupes qui ne partagent aucun des caractères morphologiques

typiques des excavés sont les parabasaliens (p.ex., Trichomonas) et les

euglénozoafres, regroupant des organismes photosynthétiques secondaires verts comme

les euglénophytes (p. ex., Eugtena), ainsi que les parasites trypanosomatides (Simpson,

2003).

Tableau V: Distribution des caractéristiques propres aux excavés

Sillon Fibre Fibre Fibre Racine Racine Manche Fibre
Groupe

ventral I B C divisée simple flagellaire composée

Jakobides • • •
Matawimonas • • • • • • DN

Trimastix • • • • • • •
Carpediemonas • • • • • • • •
Retortamonadines • • • • • • • •
Diplomonadines • • — — • ? — —

Heterolobosea • • — — • — — —

Oxymonadines — • • — . - —

Parabasala — — — ? — — — —

Euglenozoaires — — — — — — — —

• : Présence du caractère; —: Absence du caractère;? : homologie douteuse; DN: Données non disponibles. Les groupes
soulignés correspondent aux « excavés typiques ». D’après Simpson (2003).

9 Il n’a pas été trouvé de sillon ventral chez Giardia en particulier, mais celui ci est présent chez les autres
diplomonadines étudiés.
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2.3.5.3. Les phylogénies moléculaires

Plusieurs analyses phylogénétiques incluant une majorité, voire tous, les groupes

d’excavés ont été réalisées (p. ex., Archibald, O’Kelly et Doolittle, 2002; Cavalier-Smith,

2003; Edgcomb et al., 2001; Simpson et al., 2002). Cependant, étant basées sur seulement

un ou deux gènes, les phylogénies obtenues sont généralement peu résolues et ne rejettent

ni ne supportent la monophylie des excavés. Plusieurs sous-ensembles sont toutefois

retrouvés. Par exemple, les analyses de la PSU ARNr supportent les relations

diplomonadines + retortamonadies + Carpediemonads et Trimastix + oxymonadies

(Dacks et al., 2001; Silberman et cl., 2002; Simpson, 2003; Simpson et al., 2002). Des

analyses basées sur plusieurs gènes concaténés ont également été réalisées, mais elles

incluent seulement entre deux et cinq groupes d’excavés parmi les dix existants. L’analyse

non enracinée de la concaténation de six protéines, Efia, actine, tubulines e et f3 et HSP70

et 90 (Harper, Waanders et Keeling, 2005) et celle de la concaténation des quatre

premières (Baldauf et al., 2000) supportent les relations diplomonadines + parabasaliens

et euglénozoaires + Heterolobosea. Deux analyses enracinées avec les archées et basées

respectivement sur la concaténation de 13 et 123 protéines incluaient les diplomonadines

et les euglénozoaires et ceux groupes émergeaient paraphylétiquement à la base de l’arbre

(Bapteste et cil., 2002; Moreira, Le Guyader et Philippe, 2000).

En effet, les parabasaliens, les diplomonadines et les euglénozoaires sont parmi les

eucaryotes ayant le plus haut taux d’évolution et leur présence cause souvent des artefacts

de reconstruction phylogénétique (Embley et Hirt, 1998; Philippe et Germot, 2000;

Philippe, Germot et Moreira, 2000). Pourtant, ces deux groupes sont les seuls excavés

pour lesquels des données génomiques étaient disponibles au moment de notre étude. Il

est donc nécessaire d’obtenir des données génomiques des excavés qui évoluent lentement

pour pouvoir réaliser des analyses phylogénomiques incluant des représentants de tous les

groupes.

Jusqu’à présent, l’analyse la plus complète pour tester l’hypothèse Excavata se base

sur la concaténation de six protéines nucléaires (tubulines e et f3, Efia et 2, HSP70 et 90)

et inclut tous les groupes d’excavés sauf les retortamonadines (Simpson, Inagaki et Roger,

2006). Dans cette étude, les excavés ne forment pas un groupe monophylétique, mais

quelques-uns des sous-ensembles suggérés par d’autres études (Dacks et al., 2001;
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Nikolaev et al., 2004; Silberman et al., 2002; Simpson, 2003; Simpson et Roger, 2004a;

Simpson et al., 2002) sont retrouvés: oxymonadines + Trimustix (VB = 8$ - 100%),

diplomonadines + parabasaliens + Carpediemonads (VB = 65 - ioo%) et jakobides +

euglenozoaires + percolozoaires» (VB = 75 - 85%). Curieusement, tous les ensembles

retrouvés impliquent des regroupements entre des excavés typiques et non typiques. Ainsi,

malgré leurs similarités structurales, les excavés typiques ne forment pas un groupe

monophylétique (Figure 34). Le fait que les malawimonadines n’ont pas d’affinité

phylogénétique avec aucun des autres excavés est aussi intrigant. Il est cependant

important de mentionner que dans l’analyse de Simpson, Inagaki et Roger (2006), les

relations entre les groupes d’eucaryotes ne sont pas résolues et subséquemment

l’hypothèse Excavata ne peut pas être rejetée.

2.3.5.4. Le génome mitochondrial desjakobides

On a vu plus tôt (section 2.2.2.1) que certaines lignées d’excavés (parabasaliens,

diplomonadines) étaient considérées comme les eucaryotes les plus basaux pendant l’essor

de l’hypothèse Archezoa, mais plus tard, le séquençage du génome mitochondrial de

Dlplomonadïnes (
Figure 34: Relations entre les dix groupes d’excavés

Les groupes encerclés en bleu partagent des caractéristiques ultrastructurales similaires et sont nommés

«excavés typiques ». Les groupes encerclés en rose sont ceux trouvés dans les analyses phylogénétiques (voir

texte). II est important de noter que les malawimonadines ne sont apparentés à aucun des autres excavés dans

les analyses phylogénétiques.

Adaptation de la Figure 2.6 de Simpson et Roger (2004a)
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Rectinomonas americana (Lang et ciL, 1997) pointait un autre groupe d’excavés, les

jakobides, comme les eucaryotes les plus basaux. En effet, le génome mitochondrial des

jakobides est, parmi ceux étudiés, celui qui ressemble le plus au génome des a

proteobactéries: (j) il contient plus de gènes codants qu’aucun autre eucaiyote étudié

jusqu’à ce jour (Gray, Burger et Lang, 1999; Lang et cii., 1997) (Figure 35A), (ii) il présente

des motifs Shine-Dalgarno pour l’initiation de la traduction et (iii) il inclut des gènes

codant pour des ARNtm, des ARNr et la RNase P, dont la structure secondaire ressemble à

celle de leurs homologues bactériens (Gray, Burger et Lang, 1999; Jacob et ai., 2004; Lang

et ai., 1997; Seif, Cadieux et Lang, 2006).

A B

rpoA,B,D

ce
ce

Figure 35: Caractéristiques du génome mitochondrial desjakobides

A: Contenu en gènes de plusieurs génomes mitochondriaux. Les gènes inclus à l’intérieur de chaque ovale

correspondent aux gènes présents dans le génome mitochondrial de l’organisme correspondant. Les jakobides

contiennent tous les gènes présents dans tous les génomes mitochondriaux connus à ce jour B: Modèle

illustrant le replacement de l’ARN polymérase mitochondriale d’origine bactérienne (rpoA, B, C, D) par une

ARN polymérase de type phagique encodée dans le noyau (rpoY). Le cercle blanc et le rectangle orange

représentent respectivement le noyau et la mitochondrie. Les jakobides semblent être restés dans la première

étape du modèle.

D’après Gray, Burger et Lang (1999) et Gray et Lang (1998)
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Plus surprenant, le génome mitochondrial des jakobides contient les gènes rpoA, B,

C et D qui codent pour les quatre sous-unités d’une ARN polymérase de type bactérien

(Lang et al., 1997). Chez les autres eucaryotes étudiés, cette enzyme est absente et l’ARN

polymérase mitochondriale est une enzyme de type viral codée dans le noyau (Cermakian

et al., 1996). Supposant que l’enzyme d’origine virale a remplacé celle d’origine bactérienne

très tôt dans l’évolution de la mitochondrie (Figure 35B), l’explication la plus simple pour

la présence de l’ARN polymérase bactérienne chez les jakobides est que ceux-ci ont divergé

avant les autres eucaryotes et que le remplacement par l’enzyme virale a eu lieu après cette

divergence.

2.3.6. L’hypothèse Rhizaria

L’hypothèse Rhizaria est la plus récente des hypothèses concernant la classification

des eucaryotes (Cavalier-Smith, 2002) et implique la monophylie d’un groupe très

hétérogène de flagellés (les cercomonadines, les foraminifères et des amibes diverses). Il

n’existe pas de caractère morphologique unifiant tout le groupe, mais récemment,

plusieurs phylogénies moléculaires et des insertions communes ont suggéré la monophylie

d’au moins certains de ses membres (Archibald et al., 2003; Burki et Pawlowski, 2006;

Keeling, 2001; Longet et al., 2003; Moreira et al., 2006; Nikolaev et al., 2004).

2.4. La racine des eucaryotes

Une des questions les plus controversées de l’évolution des eucaryotes est la position

de la racine. Une manière habituelle d’enraciner un arbre phylogénétique est d’utiliser un

groupe extérieur, mais, avec les méthodes et les modèles de reconstruction phylogénétique

actuellement disponibles, cette méthode n’est pas efficace dans le cas des eucaryotes. En

effet, le groupe extérieur (généralement les archées) est tellement éloigné que les

inférences sont souvent affectées par des artefacts de reconstruction phylogénétique

plaçant les espèces à plus haut taux évolutif à la base de l’arbre (Brinkmann et al., 2005;

Philippe et Germot, 2000). Des méthodes alternatives, comme la recherche de
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changements rares dans des caractères moléculaires complexes, ont donc été explorées

pour définir la position de la racine des eucaryotes.

La combinaison de plusieurs de ces changements rares a été utilisée pour suggérer la

racine entre les opisthocontes + Amoebozoa (appelés unicontes) et le reste des eucaryotes

(appelés bicontes). Premièrement, chez tous les bicontes les gènes de la thymidylate

synthase (TS) et de la dihydrofolate-réductase (DHfR) sont fusionnés, alors qu’ils sont

séparés chez les unicontes et chez les procaryotes (Philippe et al., 2000; Stechmann et

Cavalier-Smith, 2002). En assumant le scénario le plus parcimonieux, c’est-à-dire, que

cette fusion n’est arrivée qu’une seule fois et qu’aucune fission n’a pas eu lieu par la suite,

la fusion TS-DHFR serait un caractère dérivé des bicontes supportant la racine à l’extérieur

de ce groupe. Deuxièmement, les unicontes partagent (i) la fusion de trois gènes codant

pour trois enzymes de la voie de synthèse des pyrimidines (Nara, Hshimoto et Aoki, 2000),

(ii) une duplication interne dans le gène de la phosphofructokinase (Stechmann et

Amoebozoa

Myosine II

rnsertion PFK
Fusion de 3 gènes

Bacteria

Fusion DHFR-TS

Atchaea

Figure 36: Racine des eucaryotes selon des changements génomiques rares

La fusion de trois enzymes de la voie de synthèse des pyrimidines, la présence d’une myosine de type II et une

insertion dans la phosphofructoldnase (PFK) chez les unicontes ainsi que la fusion de la dihydrofolate

réductase (DHFR) et de la thymidylate synthase (TS) chez les bicontes supportent tous la position de la racine

entre ces deux groupes (voir le texte pour plus de détails).
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Cavalier-Smith, 2003) et (iii) la présence d’une myosine de type II (Richards et Cavalier

Smith, 2005). Puisque ces caractères sont absents chez les bicontes et chez les procaryotes,

ils supportent la monophylie des unicontes. Donc, si les bicontes et les unicontes sont

respectivement monophylétiques et s’ils incluent tous les eucaryotes, la racine doit

forcément être placée entre ces deux ensembles (Figure 36).

La localisation de la racine entre bicontes et unicontes est incompatible avec la

position basale des jakobides suggérée par leur ARN polymérase mitochondriale de type

bactérien (voir section 2.3.5.3) et implique des scénarios compliqués pour expliquer

l’évolution de ce caractère. Indépendamment de la position de la racine (entre les bicontes

et les unicontes, entre les jakobides et le reste des eucaryotes, ou ailleurs), des scénarios

moins parcimonieux, c’est-à-dire impliquant des gains et des pertes indépendants d’un

même caractère chez plusieurs lignées, doivent être considérés pour concilier l’évolution

des différents caractères. Ceci suggère que l’homoplasie est aussi envisageable pour des

changements génomiques rares et que ce type de caractères doit être interprété avec

précaution (Bapteste et Philippe, 2002). La localisation de la racine des eucaryotes reste

donc une question ouverte qui nécessite l’étude de la congruence entre les caractères rares

et les phylogénies moléculaires.
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3. Définition du projet

Le but de ce projet est d’explorer le potentiel de la phylogénomique pour résoudre

l’arbre des eucaryotes. D’un côté biologique, deux questions clés dans l’évolution des

eucaryotes ont été étudiées : l’origine des plastes et les relations phylogénétiques entre des

protistes dits « primitifs ». D’un côté méthodologique, un protocole pour la génération de

banques d’ADNc de protistes a été mis en place et des méthodes pour détecter et pour

surmonter les erreurs systématiques dans l’inférence phylogénomique ont été explorées.

La première étape du projet a consistée à accumuler des séquences génomiques de

trois groupes de protistes peu étudiés, mais qui occupent des positions clés dans la

phylogénie des eucaryotes: les glaucophytes, les jakobides et les malawimonadines. Pour

faire ceci d’une manière économique et efficace, nous avons opté pour la construction de

librairies d’ADNc. Étant donné les particularités de la culture de protistes et de l’extraction

de leur ARN, nous avons développé un protocole qui s’adapte spécifiquement à ces

organismes. Ce protocole, ainsi que les difficultés associées, ont été présentés dans un

manuscrit qui constitue le CHAPiTRE I.

Une fois les ESTs du génome nucléaire du glaucophyte Glaucocystis nostochinearum

séquencés, nous avons initié une collaboration avec un groupe en Autriche qui avait généré

des ESTs d’une autre glaucophyte, Cyanophora paradoxa. Grâce à ces séquences et à

celles déjà disponibles des algues rouges et des plantes vertes, il était possible, pour la

première fois, de réaliser des analyses phylogénomiques visant à tester la monophylie des

eucaryotes photosynthétiques primaires. Les analyses réalisées ont fait l’objet d’une

publication qui est présentée dans le CHAPiTRE II.

Le jeux de données qui a été assemblé pour étudier la monophylie des eucaryotes

photosynthétiques primaires a été utilisé pour étudier l’impact des erreurs systématiques

sur la phylogénomique. Les analyses réalisées ont donné des résultats surprenants qui

mettent en évidence de sévères artefacts de reconstruction phylogénétique et qui

questionnent la capacité des analyses à échelle génomique pour résoudre la phylogénie des

eucaryotes. Nous avons testé diverses méthodes pour surmonter ces artefacts et compilé

les résultats obtenus dans un manuscrit qui constitue le CHAPiTRE III.
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La position de l’algue unicellulaire Mesostigma viridae au sein des plantes vertes

constitue une question intéressante tant du point de vue biologique que méthodologique.

Cette algue partage des caractères morphologiques avec les deux groupes des plantes

vertes, soit les streptophytes et les chlorophytes. Cependant, les analyses phylogénétiques

donnent des résultats contradictoires quant à sa position. Nous avons réalisé des analyses

basées sur des jeux de données nucléaires, mitochondriales et du plaste pour étudier la

position de Mesostigma ainsi que pour comprendre les artefacts d’inférence

phylogénétique responsables des résultats contradictoires obtenus précédemment. Le

manuscrit synthétisant cette étude est présenté dans le CHAPiTRE IV.

finalement, nous avons étudié le placement phylogénétique de deux groupes de

protistes qui ont occupé des positions clés dans les hypothèses sur l’évolution des

eucaryotes: les jakobides et les malawimonadines. Les ESTs séquencés de cinq et deux

espèces appartenant respectivement à chacun de ces deux groupes nous ont permis de

réaliser les premières analyses phylogénomiques incluant les jakobides et les

malawimonadines. Le manuscrit qui décrit cette étude constitue le CHAPITRE V.



CHAPITRE I: LA GÉNÉRATIoN DE BANQuEs D’ADNC
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Constructïon of cDNA libraries from Protists and Fungi

Naiara Rodriguez-Ezpeleta, Shona Teïjeiro, Lise Forget, Gertraud Burger and
B. Franz Lang

Abstract

Sequencing of cDNA libraries is an efficient and inexpensive approach to
analyze the protein coding portion of a genome. It is frequently used for
genome survey of poorly studied eukaryotes, and is particularly useful for
species that are flot easily amenable to genome sequencing, because they are
non-axenic and/or difficult to cultivate. In this chapter we describe protocols
that have been applied successfully to construct cDNA libraries from numerous
protists and fungi, and that require only small quantities of celi materiai.

Keywords: EST, RNA purification, reverse transcriptase, template
switching, normalisation, DSN

1. Introduction

Sequencing of cDNA libraries has been extensively used to determine the expressed portion
of protein coding genes (Expressed Sequence Iags; ESTs) in model eukaryotes. It has also
gained importance with the increasing number of eukaryotic genome projects, as the
precise inference of exon-intron boundaries relies on substantial training sets of EST data
from the respective organisms. In addition, EST sequencing can now also be applied to
protists (for most part unicellular eukaryotes that are neither animais, fungi or plants) and
fungi (e.g., (l-8)) that are growing poorly, because limitation of cell material can be
overcome by PCR-based amplification. There are two major advantages of the EST
approach compared to genomics. First, bacterial contamination of eukaryotic cultures can
be toierated, as poly-A tails of bacterial transcripts are too short to be primed by standard
oligo-dT primers. In fact, it is even feasible to use total RNA instead of purified mRNA for
cDNA library construction, a decisive advantage in the case of non-axenic protists or fungi.
The second advantage is that some of these organisms require mechanical methods for cell
breakage, because their rigid cell walls resist digestion with commercially available celi
waii lysing enzymes. While genomic DNA may become too fragmented through such
treatment to be useful for genome sequencing, the significantly smalier mRNAs remain
sufficientiy intact.

Here, we describe a fast and relatively simple protocol to construct cDNA libraries
from protists and fungi. An overview ofthe procedure is given in figure lA. The protocol
requires small quantities of cdl material, works with both total RNA and purified (poly A)
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mRNA, and enriches full-length cDNAs. Note, however, that the described protocols
involve a PCR amplification step, which is prone to artefacts such as unequal amplification
of cDNAs, with a tendency to more efficiently amplify shorter molecules. This potential
problem is less relevant in exploratory EST projects. However, in cases where sufficient
cell material can be obtained, and where avoiding artefacts is a prime issue, we advise
employing cDNA protocols without PCR amplification steps and including prior mRNA
purification. In such instances, the readers may follow our procedure from cell culture to
mRNA purification, and then continue with one ofthe protocols described elsewhere in this
book.
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Fig. 1: (A) cDNA library construction. Black boxes, obligatory steps; grey boxes,
optional steps. Black arrows point to protocols described in detail. ‘Purification of total RNA’
stands for elimination ofgenomic DNA. A black asterisk indicates where a normalisation step
is usually introduced; a grey asterisk indicates where alternative normalisation steps can be
introduced. (B) First strand cDNA synthesis and amplification. First, an oligo-di containing
oligonucleotide is used to prime first strand cDNA synthesis, catalyzed by a RNase H activity
deficient MMLV reverse transcriptase (RT). When the capped 5’ end ofthe mRNA is reached,
the RT adds 2 to 5 C residues to the first-strand cDNA, permitting that the SMART IV primer
anneals and that DNA synthesis continues until the end of the oligonucleotide. To our
experience, non-capped 5’ ends undergo the same reaction, albeit at reduced efficiency.
Finally, the oligo-dT and SMART IV primers serve for PCR amplification of double-stranded
cDNA.
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In our standard procedure, first strand cDNA synthesis and amplification are
performed using the CreatorTM SMARTTM cDNA library construction techniques,
essentially following the manufacturer’s recommendations. The method is based on
synthesis of the first cDNA strand with an anchored oligo-dT primer. The terminal C-
addition and tempiate switching features of the particular reverse transcriptase allow the
second primer to anneal and extend the RNA template and synthesize the first cDNA strand
until the end of the primer (Figure lB) (9-11). Subsequently, the product is amplified by
PCR using the same primers as before, cut by $fl I (sites are introduced by the primers), and
the asymmetrical restriction sites at both cDNA ends are used for directional cloning. A
common problem in first-strand cDNA synthesis is premature termination of reverse
transcription at mRNA secondary structures. The SMARTTM technique enriches full length
cDNAs because template switching to the 5’ primer occurs preferentially when the reverse
transcriptase has reached the (usually capped) 5’ end of the mRNA. Yet, partial cDNAs
wilÏ also be produced, although less efficiently. In fact, the presence of a certain proportion
of partial cDNAs in the cDNA library is desirable, as it reduces the requirement for
sequencing long cDNA inserts by primer walking.

Since the abundance of the various transcripts in a cell may vary from thousands of
copies to none (12), random EST sequencing becomes usually inefficient after a few
thousand readings. The detection of weakly-expressed genes therefore requires
normalization of the cDNA libraries, for which we use a simple and efficient procedure
involving enzymatic degradation of double stranded DNA or DNA-RNA hybrids (13, 14).
We have employed this procedure successfully for several libraries.

2. Materials

Enzymes, buffers, and reagents such as BSA, DTT, dNTP and ATP should be stored frozen
at -20°C.

2.1. RNA purification

Ail solutions must be prepared with RNase-free water, using RNase free chemicals, glass
and plasticware. Gioves should be worn during manipulation of samples (sec Note 1).

1. Trizol® reagent (Invitrogen), or preferentially a home-made substitute (sec Note 2):
38% stabilised phenol (to stabilize, add 1 mg of hydroxyl chinoline, 2 jiL of
mercaptoethanol and 0.5 mL of HPLC water per g of phenol, and incubate at 37°C
shaking water), 0.8 M guanidine thiocyanate, 0.4 M ammonium thiocyanate, 0.1 M
sodium acetate, 5% glycerol. Note that Trizol contains phenol, which causes heavy skin
burns and is toxic on contact or by inhalation of vapours. It should therefore be
manipulated under a fume hood, using gloves. According to the manufacturer,
commercial Trizol is stable at 4°C for at least 9 months (but sec Note 2).
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2. Mixture (1:1) of 150-212 and 425-600 micron-sized glass beads (Sigma); required for
species with a tough cell wall (e.g., most fungi, jakobid flagellates, glaucophytes, red
and green algae).

3. Chloroform (add a pinch of bicarbonate for stabilization).
4. Isopropanol.
5. ‘Wash ethanol’: Ethanol (75%).
6. ‘Minikit column’, RNeasy© Plus MiniKit (QIAGEN).
7. Oligo-dT cellulose (Amersham Biosciences).
8. ‘iX Binding Buffer’ and ‘2X Binding Buffer’. Composition of 2X: 20 mM Tris, pH

7.5, 2 mM EDTA, pH 8, 0.1% SDS, 1 M NaC1. This buffer precipitates at room
temperature; heat in a water bath at 65°C before use.

9. ‘Wash Buffer’ (iX): 1 mM Tris, pH 7.5, 1 mM EDTA, pH 8, 0.05% $DS, 0.2 M NaCI.
Store at room temperature or heat before use to dissolve precipitated SDS.

10. ‘Elution Buffer’ (iX): 1 mM Tris, pH 7.5, 1 mM EDTA, pH 8, 0.05% SDS. Store at
room temperature or heat before use to dissolve precipitated SDS.

11.NaC1 (4M).
12. ‘Ethanol-AmAc’: 95% Ethanol; 0.5 M ammonium acetate.

22. First strand cDNA synthesis and PCR amplification

1. ‘$MARTIVprimer’, (10 mM) (Clontech):
5’ -AAGCAGTGGTATCAACGCAGACTGGCCATTACGGCCGGG-3’.

2. ‘oligo dT-primer’: CDS 111/3’ (anchored) PCR primer (10 mM) (Clontech):
5 ‘-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30N1N-3’
(NA, G or C; N=A, G, C or T).

3. ‘RT-buffer’: First-Strand Buffer (5X) (Clontech): 250 mM Tris pH 8.3, 30 mM MgCl2,
375 mM KC1.

4. ‘Reverse Transcriptase’, FowerScriptT1’ (Clontech).
5. DTT (20 mM).
6. dNTP mix (10 mM).
7. RNase 1(100 tM).
8. ‘1OX PCR Buffer’, Advantage®-2 (Clontech): 400 mM Tricine-KOH pH 8.7, 150 mM

KOAc, 35 mM Mg(OAc)2, 37 jig/niL BSA, 0.05% Tween-20, 0.05% Nonidet-P40.
9. ‘5’ PCR primer’ (10 mM) 5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’ (Clontech).
10. ‘Polymerase Mix’, Advantage®-2 (50X) (Clontech).
11. ‘Proteinase K solution’, (10 mg/mL).
12. ‘Gel Extraction Kit’, QlAquick (QIAGEN).

2.3. Normalization

1. D$N enzyme (Evrogen JSC) diluted according to the manufacturer instructions to 1
Kunitz unit! j.iL.

2. ‘DSN Storage Buffer’, (Evrogen JSC).
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3. ‘5X Hybridization Buffer’: 0.25 M HEPES pH 7.5, 2.5 M NaC1, 1 mM EDTA. This
buffer may precipitate; store at room temperature for 20 minutes or incubate at 37°C for
about 10 min before use.

4. ‘D$N Buffer’ for enzyme reaction; 2X composition: 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM
MgCl2, 2 mM DIT.

5. EDTA (5 mM).

24. Restriction

1. Sfi I restriction endonuclease (20 U/tL) (Clontech).
2. ‘Sfi I Restriction Buffer’ (1OX) (Clontech).
3. BSA(lOmg/mL).
4. EDTA (0.5 M, pH 8).
5. ‘Gel Extraction Kit’, QlAquick (QIAGEN).

2.5. DNA Fractionation

1. ‘Low melting agarose’, $eaPlaque® GTG® ultra-pure (Mandel).
2. formamide (highest quality, Pharmacia; stored under nitrogen or argon).
3. Electroelution chamber (see Note 3)
4. ‘TAE buffer’ (iX): 40 mM Tris-acetate, 20 mM sodium acetate, 1 mM EDTA, pH 8.0.

2.6. Cloning

1. Ligation Buffer (1OX): 200 mM Tris pH 7.6, 50 mlvi MgC12, 50 mM DIT.
2. pDNRlib vector, cut by $fi I and purified (see Note 4).
3. ATP(lOmM).
4. T4 DNA ligase (5U/jiL).
5. Competent cells (DH5Œ), and LB agar plates containing 10 mg/mL chloramphenicol

and 4 jig/rnL tetracycline.

3. Methods

31. CeIl culture

A large variety of protists require live bacteria as food. b minimize potential RNA
degradation by bacterial enzymes, it is important to keep the ratio of eukaryotic versus
bacterial cells as high as possible. Bacteria can be partially removed from protist cultures
through differential centrifugation, but according to our experience, RNA extraction is best
performed in the late logarithmic or stationary phase of growth when removal of the
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remaining bacteria becomes obsolete. In fungi, celis can be chosen from a wide variety of
growth conditions and developmental stages. For initial gene exploration, celis grown
under different conditions may be combined.

3.2. RNA purification

3.2.1. Extraction of total RNA

For total RNA extraction, we use a modified Trizol protocol.
1. Collect the cells by centrifugation (speed and time varies from one species to another —

sec Note 5), or by straining through a fine-mesh nylon coffee filter in case of
filamentous fungi.

2. Remove supernatant completely, resuspend celi pellet in Trizol and mix. 1 mL of Trizol
per 5 to 10 x 106 cells is recommended. For filamentous fungi or species with rigid celi
walls (e.g., algae), add glass beads (sec Note 6) and shake by hand in a glass bottle
(15). Once the cells are broken to> 50% (check under light microscope), remove glass
beads by repeated rinsing with small volumes of Trizol. The ceils in Trizol may be
stored at -80°C for at least one month.

3. Leave the cell/Trizol solution for 5 min at room temperature, then add 0.2 mL
chloroform per mL of Trizol, shake vigorously for 15 seconds and let the mixture settle
at room temperature for 2 to 15 min. From here on use 40 mL plastic centrifuge tubes.

4. Centrifuge at 12,000 g at 4°C for 15 mm, and collect the colourless aqueous top phase
(about 60% of the total volume). Avoid material from the interface (if this occurs,
repeat centrifugation).

5. Add 0.3 mL of isopropanol per mL of the collected aqueous phase, mix by inversion
and leave 5-10 min at room temperature.

6. Centrifuge at 12,000 g at 4°C for 15 min at and remove the supernatant carefully. The
RNA appears as a gel-like or white pellet at the side and bottom of the tube.

7. Wash by adding wash ethanol (1 mL per mL of collected phase) and by inverting the
tube a few times. Centrifuge at 12,000 g at 4°C for 10 min and discard supernatant.
Repeat the procedure twice. Remove ail traces of ethanol by using a Pasteur pipette, and
air-dry briefly. The RNA pellet can be stored at -20°C for at least one year.

8. Dissolve the RNA in RNase-free water. The volume of added water will vary with the
quantity of recuperated RNA. It is best to start suspending in a small volume and to
continue adding until the RNA is perfectly dissolved (final RNA concentration 1
mg/mL). From here on use 1.5 mL Eppendorf tubes.

9. Determine the quality and quantity of the RNA by agarose gel electrophoresis, together
with an RNA marker of known size and concentration. figure 2 (lane A) shows a
typical, high quality RNA extracted by the described method.

10. Remove DNA ftom RNA preparation by purification on a MiniKit column (sec Note
7). figure 2 (lanes A and B) shows the same material before and after this step.
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Fig. 2. Agarose gel separation of various stages of a typical RNA purification
experiment. 1.5 1iL of total RNA were loaded before (lane 1), and after DNA removal (lane 2;
step 3.2.1.10 in protocol). Poly A mRNA was then purified from 400 1iL of total RNA and
recuperated in 15 1.tL. 3 iL ofthis mRNA fraction was loaded on the gel (lane 3; step 3.2.2 in
protocol). Note a carry-over of rRNAs into the mRNA fraction, which is however neglectable
as the amount of loaded mRNA corresponds to 50 times more than that of the total RNA.
Lane M; RNA ladder, High Range (Fermentas).

3.2.2. Messenger RNA purification

This protocol applies to 1 mg of total RNA; the quantity of reagents should be adapted to
the actual RNA quantity. Unless otherwise specified, ail centrifugations are performed in a
microcentrifuge (for Eppendrof tubes) at 14,000 rpm (maximum speed) for 30 sec at room
temperature. A correct pH ofthe solutions (7.5) is critical for high mRNA yield.

1. f ill 40 mg of oiigo-dT cellulose into an Eppendorf tube. Wash the cellulose by mixing
it with 600 jiL Elution Buffer, centrifugation and removal of the supernatant. Repeat
this step another two times.

2. Equilibrate the cellulose by mixing it with 600 tL of iX Binding Buffer, centrifugation
and removal ofthe supernatant. Repeat another two times.

3. Adjust the RNA solution to 600 iL with RNase-free water, and heat it at 65°C for 4
min.

4. Add 600 jiL of preheated (65°C) 2X Binding Buffer and incubate at room temperature
for 15 mm; constantly invert the tube.

5. Centrifuge briefly and discard supernatant.
6. Wash cellulose twice with iX Binding Buffer and twice with Wash Buffer.
7. Add 250 pi Elution Buffer to cellulose, mix gently and incubate at 37°C for 5 min.
8. Centrifuge for 1 min and transfer the supernatant to a new tube. Add another 250 tL of

Elution Buffer to cellulose pellet, mix gently and incubate for 5 min at 37°C.
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9. Centrifuge for 1 min and combine the supernatants of step $ and 9.
10. Using the recovered 500 pi of RNA, repeat the purification cycle at step 3.
11. After two cycles of mRNA purification (steps 3-10), add 40 pi ofNaCl (4M) and I mL

of Ethanol-AmAc to the RNA and let precipitate at -20°C for I h, or over night.
12. Spin down at 14,000 rpm at 4°C for 20 to 30 mm, and discard the supernatant.
13. Add 150 pi wash ethanol and centrifuge at 14,000 rpm at 4°C for 10 min.
14. Discard supernatant. Carefully remove ethanol, air dry pellet and resuspend it in RNase

free water. f igure 2 (lane C) shows the result of a typical rnRNA purification.

3.3. Fïrst strand cDNA synthesis

1. Mix 1-3 tL ofRNA solution (25-500 ng polyA RNA, or 100-1000 ng total RNA), I
tL $MART IV primer, 1 tL oligo dT primer, and adjust volume to 5 tL with HPLC
water. Mix well by pipetting up and down.

2. Incubate in a heat block (or PCR machine) at 72°C for 2 mm; irnmediately chill on ice
for 2 mm; spin down briefly to collect droplets.

3. Add 2 L 5X RT Buffer and I pi Reverse Transcriptase; mix and spin briefly.
4. Incubate in a heat block (or a PCR machine) at 42°C for 1 h.
5. Afier I h, heat again at 72°C for 2 mm, chill on ice for 2 mm, spin briefly, add ljiL

Reverse Transcriptase, and incubate in a heat block at 42°C for 1 h (see Note 8).
6. Chill on ice. At this point, the first strand cDNA synthesis step is completed.

3.4. cDNA amplification

1. Remove RNA remaining ftom the first strand cDNA synthesis by adding 0.1 .iL of
RNase 1100 iM; leave at room temperature for 10 min (see Note 9).

2. Combine 2 pi first strand cDNA, $0 tL HPLC grade water, 10 iL 1OX PCR Buffer, 2
tL 5’ PCR primer, 2 jiL oligo-dT primer and 2 jiL Polymerase Mix. Mix well and
PCR-amplify under the following conditions: 20 sec at 95°C followed by 20 cycles:
10 sec at 95°C and 6 min at 68°C. The number of cycles depends on the amount of
RNA starting material (see Note 10).

3. To inactivate the polymerase in the PCR reaction, add 1 iL of Proteinase K solution.
Incubate at 45°C for 20 mi followed by 10 min at 65°C.

4. Purify the amplified cDNA with the Gel Extraction kit, and elute the double-stranded
cDNA in a final volume of 30 iL (see Note 11 and Note 12).

3.5. cDNA normalization

Successful normalization requires an optirnized concentration of the DNS enzyme for a
given cDNA library. It is recommended to use different DSN concentrations and test the
efficiency of normalisation.
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1. Prepare three or more dilutions of the original enzyme (1/4, 1/8, 1/16 ...) using DSN
Storage Buffer.

2. For each sample to be normalised, mix 4 iL of amplified cDNA
(‘—S

500 ng) with 1 iL
of 5X Hybridization Buffer; heat at 98°C for 3 min and at 70°C for 4 h.

3. While keeping the samples at 70°C, add 4 tL ofpreheated (70°C) 2X DSN Buffer and
1 tL of DSN enzyme (for the dilutions mentioned above, this makes 0.25, 0.125 and
0.0625 Kunitz units); incubate at 70°C for 20 min.

4. Inactivate DSN enzyme by adding 10 1iL of 5 mM EDTA.
5. Reamplify the DSN-digested cDNA (as in in section 3.4, points 2 to 4), but elute in 50

j.iL final volume.
6. Verif,i the success of the normalisation of each of your samples by gel electrophoresis,

and choose that with the desired, even-size distribution for the following step (see Note

13).

3.6. Restriction

1. Mix 45 tL of amplified and purified cDNA, 40 iL HPLC-grade water, 10 pi $fi I 10 X
Restriction Buffer, 1 jiL BSA solution, 4 1iL (= 80 U) Sf1 I Restriction enzyme, and
incubate for 2 h at 5 0°C.

2. Stop reaction by addition of 1 jtL 0.5 M EDTA.
3. Purify DNA with the Gel Extraction kit by eluting with a final volume of 30 iL (sec

Note 12).

3.7. cDNA sizing

1. Depending on the capacity of the wells of the electrophoresis system used, the volume
of the sample may have to be reduced from 30 pi to a smaller volume by evaporation
in a speed-vac. (see Note 12).

2. Add formamide to a final concentration of 10% and loading buffer to the cDNA,
incubate for 10 min at 50°C, then chill on ice. This step will reduce aggregation of
DNA.

3. Load the sample on a low melting agarose gel (1.2%; TAE buffer) together with a size
marker; start by migrating slowly (1.5 V/cm) for a few minutes, then increase to 3
V/cm. Migrating at higher voltages may overheat and deform the gel matrix. Excise
agarose blocks containing DNA fragments of desired size (e.g., 0.5 to 1 kbp; 1 to 5
kbp).

4. Electroelute each cDNA fraction (sec Note 14), and check their yield and size
distribution agarose gel electrophoresis loading about 1/10 of the recuperated material
(sec Note 15).
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3.8. Cloning

Clone each size fraction of cDNA separately.

3.8.1. Ligation

The ration of insert to vector concentrations should be 3:1 (the vector size is 4 kbp).
When calculating the size of the inserts, one needs to consider that the fragment sizes are
flot necessarily uniformly distributed. For example, in the 1 to 5 kbp fraction, there can be
overrepresentation of fragments from 1 to 1.5 kbp. The size distribution should be assessed
based on agarose gel migration (see step 3.7.4) and the mean size of the fragments
estimated accordingly. The final DNA concentration of insert and vector DNA combined
should be 5 ng/iL, and the total volume of the reaction should be 3 to 4 tL. $ee Table 1 for
two examples of ligation recipes.
1. For each fraction to be cloned, mix well adequate quantities of insert and vector DNA.
2. Heat mix at 50°C for 10 mm, place on ice for a few minutes and let stand at room

temperature for several minutes.
3. Add Ligation Buffer, ATP (final concentration 0.5 - 1 mM), HPLC grade water and 0.5

U ofT4 DNA ligase.
4. Place the ligation mix in a 14°C incubator overnight.

Table I: Examples for ligation reactions

0.5 to I kbp (mean: 750 bp) 1 to 5 kbp (mean: 1.5 kbp)

Insert’ 0.5 jiL (10 ng/j.tL) 0.5 iL (20 ng/iL)

Vector(10 ng/j.tL) 1.00 jL 1.00 iL

Ligation Buffer (1OX) 0.30 tL 0.40 jiL

ATP (10 mM) 0.27 .tL 0.36 iL

Water 0.83 iL 1.64 jiL

14 DNA ligase (5 U/1tL) 0.10 jiL 0.10 1iL

FINAL VOLUME 3.00 iL 4.00 iL

‘Numbers between parentheses correspond to the initial concentration of insert.

38.2. Transformation

The above described ligation mix can be used for 10 transformations (200 jiL of competent
cells per transformation). Competent cells are prepared and transformation is conducted by
standard procedures. Transformed cells should be plated onto chloramphenicol-containing
agar plates (about 10 plates per transformation). On average, 1,000 to 2,000 colonies are
expected for each transformation with 20 ng ligation mix (when using high quality
competent cells).
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4. Notes

1. A major difficulty in handiing RNA is the prevention of degradation by contaminant
RNases. Autoclaving glassware, tips, tubes and solutions is ofien insufficient to
inactivate RNases. for additional measures, glassware may be baked at 180°C
overnight, and plasticware, tubes and solutions be treated with diethylpyrocarbonate
(DEPC). DEPC reacts with histidine residues of proteins and thus inactivates RNases.
Add DEPC to solutions (water, buffers) at a final concentration of 0.05 - 0.1%, incubate
for several hours and autoclave at least 45 min (ffie characteristic DEPC scent should
disappear). Note that DEPC also reacts with RNA; therefore, it has to be completely
removed from all materials before use. Moreover, DEPC can react with chemicals
containing primary amine groups, such as Tris. Therefore, these chemicals should be
added to the solution only once DEPC is removed. DEPC is a suspected carcinogen;
take appropriate precautions when handiing it (e.g., always wear gloves and handle it
under a fume hood). Water purified by a well-maintained MilliQ system is virtually
RNase-free, without further treatment. To verify if MilliQ water is indeed RNase-free,
dissolve high quality RNA in this water, incubate it at 37°C for several hours, and
compare the RNA before and after incubation by gel electrophoresis.

2. Highest quality RNA (and high molecular weight DNA) is regularly obtained with
home-made Trizol, but not with commercial Trizol sources. An apparent reason is that
the recipe for home-made Trizol calls for phenol of highest purity (supplied in light
protected glass bottles under a protective gas), and that it is protected from oxidation by
additives. Advanced phenol oxidation, which is recognizable by a reddish-pink color,
causes slight RNA but severe DNA degradation. Stabilized phenol or Trizol prepared
by our recipe may be stored frozen at -20°C for many years. Once in use, we
recommend to keep it for < 1 month at 4°C, in light-protected bottles (brown glass or
unstained glass wrapped with aluminium fou).

3. There are numerous techniques for electroeluting DNA from agarose, and diverse
devices are conimercially available that will not be described here. Relevant
information specific to each technique is easily available. The least complicated
procedure is electroelution in a closed dialysis tube. Electroelution chambers are
available from Schleicher and Schifil (Elutrap), Millipore (Centrilutor), EMD
BioSciences (D-tube electroelution) and RPI Research Products (GeneCapsule), to
mention only some of the more popular devices.

4. We have noted on several occasions that the 220 bp stuffer fragment is not removed
from the commercially distributed, ‘ready-to-use’ pDNRlib cloning vector. for highest
cloning efficiency, the SfiI-digested vector should be purified by electrophoresis on
low-melting agarose, followed by electroelution ofthe 4.2 kbp fragment.

5. The centrifugation conditions for pelleting cells depend on multiple factors that are
specific to each culture (density of the medium, type of cells, etc). Small cell pellets, in
particular those of small and/or flagellated eukaryotes, tend to dissolve quickly and
have to be decanted immediately after centrifugation, under close visual control.

6. A number of protists and fungi contain a rigid cell wall that is not (or only for a small
fraction of cells) dissolved by Trizol. In such cases, cells have to be broken
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mechanically. We recommend ccli disintegration in the presence of Trizol, as RNA will
otherwise be degraded by intra-cellular (and if present, bacterial) RNases. Ceils of
filamentous fungi are broken by grinding together with sand or glass beads in a mortar;
ceils of unicellular organisms may be disintegrated by manual shaking together with
glass beads in a glass bottle (e.g., (15)), or by other suitable disruption methods.
Because the volume increases by the addition of glass beads, more Trizol has to be used
in this case (we use 10 mL of Trizol and 10 mL of glass beads for 1 g ofcells). Once
> 50% of cells are broken (check by microscopy), decant the glass beads and collect the
supernatant. Repeatedly (2 to 4 times) rinse the glass beads with small volumes of
TrizoÏ to collect a maximum ofthe cdl lysate.

7. Total RNA extractions contain variable amounts of genomic DNA (depending on the
organism and the extraction conditions), which should be eliminated to avoid
undesirable PCR products.

8. The Reverse Transcriptase reaction is repeated once to increase cDNA length. By
heating to 72°C afier the first reaction cycle, secondary structures in mRNA are
destabilized and elongation of the first strand may proceed in the subsequent cycle.

9. RNA should be digested afier first strand synthesis to permit optimal synthesis of a
second DNA strand, and to avoid interference in the following PCR amplification step.

10. The amount of RNA starting material versus the number of PCR cycles recommended
by manufacturer is as follows (total RNAImRNA!number of cycles): 1.0-2.0 .ig/0.5-1.0
tg/18-20; 0.5-1.0 tg/0.25-0.5 ig/20-22; 0.25-0.5 ig/0.125-0.25 jig/22-24; 0.05-0.25
tg/0.025-0.125 .ig/24-26. We recommend minimizing the number of amplification
cycles to avoid PCR artefacts.

11. A Proteinase K digestion prior to the Gel Extraction is recommended. Other PCR
purification methods that efficiently remove dNTPs, saits, and long primers may be
used as well (note that the longest primer used here is 59 nt long).

12. In order to maximize DNA recuperation, the elution volume may be increased to 100
pi, and subsequently reduced in a speed-vac.

13. The non-normalised and the normalised samples generated with different DSN
concentrations should be compared by agarose gel electrophoresis. for best results, the
discrete bands of highly expressed mRNAs should have disappeared, and fragment
sizes should be evenly distributed and not be smaller than in the non-norrnalised
sample.

14. for the extraction of the sized DNA fragments from the agarose gel we discourage the
use of gel extraction kits, because cloning efficiencies may be reduced by 1 to 3 orders
of magnitude, compared to electroelution.

15. Size fractionation of cDNA is sometimes difficult because rernaining contaminants
(polysaccharides?) are carried over despite purification. In such cases, DNA fragments
tend to aggregate, causing contamination of the larger-size cDNA with small fragments
in electrophoresis. Separation of smaller cDNA quantities (to avoid overloading of the
gel) wiil often help to reduce, although not eliminate, the problem.
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Su mmary

Between 1 and 1.5 billion years ago [1, 2], eukaryotic
organisms acquired the ability to convert light info
chemical energy through endosymbiosis with a Cya
nobacterium (e.g., [3—5]). ThIs event gave tise to “pri
mary” plastids, which are present in green plants, red
algae, and glaucophytes (Plantae” sensu Cavalier
Smith [6]). The widely accepted view that primary
plastids arose only once [5] implles two predictions:
(1) aIl plastids form a monophyletic group, as do (2)
primary photosynthetic eukaryotes. Nonetheless, un
equivocal support for both predictions s lacking
(e.g., [7—121). In this report, we present two phylogen
omic analyses, with 50 genes from 16 plastid and 15
cyanobacterial genomes and with 143 nuclear genes
from 34 eukaryotic species, respectively. The nuclear
dataset includes new sequences from glaucophytes,
the less-studiod group 0f primary photosynthetic eu
karyotes. We tind slgnificant support for both predic
tions. Taken together, our analyses provide the first
strong support for a single endosymbiotic event that
gave tise to primary photosynthetlc eukaryotes, the
Plantae. Because our dataset does not cover the en-
tire eukaryotic diversity (but only four of six major
groups in [13]), further testing 0f the monophyly 0f

Plantae should include representatives from eukaryotic
lineages for which currently insufficient sequence in
formation is available.

‘

Results and Discussion

Plastid Genes Significantly Support
Plastid Monophyly
The monophyly of plastids is supported by several
common features, such as a similar gene content 0f

plastid genornes, the presence 0f plastid-specific gene
c)usters that are distinct from those in Cyanobacteria,
the conservation 0f the plastid-protein import ma
chinery and protein-targoting signais, and phylogenies
based on plastid and cyanobacteria( gene sequences
(see [5] and references therein). Yet, soma authors have
challenged oach 0f these evidences as either weak or
inconclusive [14]. In particular, the molecular phyloge
nies are often based on single or a few genes and are
not rabust (e.g., [9, 10]). 0fb published multigene phy
logeny recovers plastid monophyly, but it includes only
a few cyanobacterial taxa [15].

Our analyses are the f irst to include in a phylogeno
mic framework data tram a broad diversity 0f Cyano
bacteria and other related Bacteria for testing plastid
monophy)y. Our dataset contains 50 proteins (10,334
amino acid positions) trom 16 plastids and 15 Cyano
bacteria; 13 additional bacteria (10 Gram-positive bac
teria, Deinococcus, Thermus, and Chloroflexus) were
added to this dataset for a reduced number 0f proteins
(26 proteins totaling 4,998 amino acid positions) in or
dor to determine the root. Four different phylogenetic
interence methods were employed: maximum Iikelihood
(with a concatenate [cML] and a separate [sML] model),
Bayesian inference (BI), maximurn-Iikelihood-based
distance (Dm1), and maximum parsimony (MP). As
shown in Figure 1, plastids form s strongly supported
monophyletic group (100% bootstrap Value [BV]).
Within plastids, the relationships among green plants,
red a)gae, and glaucophytes remain unresolved at stan
dard confidence levels. It has been proposed that sys
tematic errors such as long-branch attraction (LBA),
compositional bias, and covarion structures are re
sponsible for the racovery 0f plastid monophyly [16,
17]. We therefore performed analyses with LogDet dis
tances [18], a covarion rnodel [19, 20], and by including
only the slowest evolving plastids—Porphyra (rad alga),
Mesostigma (green plant), and Cyanophora (glauco
phyte). AIl tests 0f possible artifacts as suggested by
Lockhart and coworkers did not affect the strong sup
port for plastid monophyly. Horizontal gene transfer
(HGT) is obviously another major concern in cyanobac
tonal phylogeny [211, but does not seem to affect our
rasults (see the Supplemental Experimental Proceduras
in the Supp)emental Data available with this article
online).

lnterestingly, with a dataset including 13 additional
bacteria as an outgroup (Figure SI), Gloeobacter s the
deepest branch within Cyanobacteria, consistent with
seemingly “primitive” features 0f the photosynthetic
apparatus (see [9] and references therein). However, if
cannot be excluded that this is due to LBA and that
Gloeobacter s highly derived and not early diverging.
Similarly, because plastids are fast evolving relative to
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Figure 1. Phylogeny based on plastid and
bacterial protein sequences
The analysis s based on the concatenated
dataset of piastid-encoded proteins (50 pro-
teins; 10,334 amino acid positions). The tree
has been inferred with BI with the WAG+F+r
model. Numbers in italics represent support
values obtained with 100 bootstmp replicates
on the concatenated dataset with PhyML
fvVAG+F+t model), and numbers below (in
bold) represent bootstrap values based on
10000 RELL replicates o! the sML analysis
(see Experimental Procedures for details).
The presence of a single value indicates that
this branch was constrained in the separate
analysis (except for the position 0f Euglena,
which was also constrained(. The scale bar
denotes the estimated number of amino acid
substitutions per site. Bootstrap values lower
than 50% obtained in both approaches are
not shown. The dotted une indicates the po
sition 0f the root, which was inferred with a

C dataset of 26 plastid proteins including 13

y additional bacteria (see Figure Si). Species
names in certain colors denote the following:
in green, green plants plus the secondary

N plastid-containing Euglena; in red, red algae
O and secondary-plastid-containing Odont&ia
B and Guilardia; and in blue, glaucophytes.

A Taxon designations are as follows: Antho

c ceros fotmosae, Marchantia polymorpha,
,. Physcomitreila patens, Chaetosphaeridium

g!obosum, Euglena gracillis, Chlamydomo
E nas reinhardtii, Chlorella uulgaris, Nephro
R selmis olivacea, Mesostigma vinde. Cyanidi

I oschyzon merolae, Cyanidium caldanum,

A Odontella amenais, Guillardia theta, Porph
yra purpurea, Gracilaria tenuistipitata, and
Cyanophora paradoxa. Prochlorococcus
stands for Prochlorococcus marinus. Note
that we have flot included Synechococcus
PCC63OI because it s closely related if flot
identical with Synechococcus PCC7942.

most Cyanobactena, they might be attracted towarti
the root 0f the tree by LBA. Genome projects on poten
tially basally diverging Cyanobacteria (e.g., Pseudana
baena; [9]) and improved tme-interence methods are
requitd to resolve these questions with confidence.

Nuclear Genes Significantly Support
the Monophyly of Plantae
The monophyly 0f Plantae has been tested with phylog
enies that use nuclear and mitochondulai sequences,
but support is weak (e.g., [7, 8, 11, 12]). Strong support
for the sister-group reiationship of green plants and red
algae has been obtained in muftiprotein phylogenies,
one with 13 nuclear proteins [22] and the other with four
mitochondrual proteins [23]. However the nuclear tree
has nonsignificant support for the monophyly of Plan
tae when the then-available six glaucophyte-protein se
quences are included, whereas the mitochondrial phy
logeny does flot include glaucophytes. In addition, the
exclusion of only one protein (elongation factor 2) from
the nuclear dataset or the use 0f alternative mitochon
dnal datasets (nad versus coblcox genes) drastically
reduces support for the sister-group relationship of
green plants and red algae [7, 24]. The use 0f a Iimited

number of genes s a possible explanation for the lack
of significant support for or against the monophyly of
Plantae. lndeed, if s well documented that single gene
sequences often do not contain sufficient phylogenetic
signal to resolve short internai branches, even at mod
erately deep divergence.

We have therefore performed phylogenetic analyses
based on a dataset of 143 orthologous nuclear proteins
(30,113 amino acid positions) fiom 39 species. To over
corne the lack of data fiom glaucophytes, the Iess
studied group of pnmary photosynthetic eukaryotes,
we have sequenced 4,628 and 6,696 expressed se
quence tags (ESTs) fiom Cyanophora paradoxa and
Glaucocystis nostochinearum, respectively. Our data-
set represents aIl major eukaryotic groups for which
sufficient sequence information is available, i.e., not in
cluding members 0f two major, potentialiy polyphyletic
groups Rhizaria fCercozoa, Radiolaria, Foraminifera,
etc.) and excavates (jakobids, maiawimonads, Hetero
lobosea, etc). The rnonophyiy of Plantae remains to be
tested with respect to these missing groups. Analyses
including diplomonads, parabasalids, and kineto
plastids, the only excavates for which enough data are
available, demonstrate that these excavates are fast
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METAZOA

t CHOANOZOA

FUNGI

i AMOEBOZOA

PLANTAE

GREEN PLANTS

I GLAUCOPHYTES

REDALGAE

ALVEOLATES

STRAMENOPILES

Figure 2. Phylogeny Based on Nuclear
Encoded Protein Sequences
The analysis is base<l on the concatenateci
dataset of nuclear encoded proteins (143
proteins; 30,113 amino acid positions). The
posterior probabilities for ail branches are
1.0. For further details, see Figure 1. The tree
is rooted between opisthokonts and other
eukaryotes fexciuding Dictyostellum), a pro
posai based on the presence/absence ot a
gene fusion [42, 43). The position 0f Dictyo
st&ium cannot be deduced with this gene
fusion event because it has Iost the cotre
sponding homologous genes. Therefore, a
basal trifurcation with Diclyostelium, opis
thokonts and other eukaryotes 15 shown.
Taxon designations are as tollows: Homo
sapiens, Ciona intestinaiis. Drosophila mela
nogaster, Hydra magnipapillata, Monosiqa
brevicollis, Candida &bicans, Saccharo
myces cerevisiae, Neurospora crassa, Pha
nerochaete chsysosporium, Cryptococcus
neoformans, Ustilago maydis, Arabidopsis
thailana, Oiyza sativa, Pinus taeda, Phys
comitr&la patens, Closterium peracerosum
stngosum-littorale complex, Chlamydomo
osa reinhardtll, Dunaliella salins, Cyanidi
oschyzon mernlae, Porphyra yezoenesis,
Cyanophora paradoxa, Glaucocystis nos
tochineawm, Babesia bovis, Theileria annu
tata, Plasmodium falcipamm, Elmeria ten
alla, Toxoplasma gondil, Cryptosporidium
parvum, Alexandnum tamarense, Phaeodac
&lum tricomutum, Thalassiosira pseu
donana, and Phytophthora sojae.

evolving (Figure S4). Because the inclusion 0f fast
evolving taxa causes phylogenetic artifacts [25, 26],
only analyses without these lineages are shown in the
following (note, however that there is no difference in
tree topology; Figure 2, Figure S4, and Table Si).

Analyses with the remaining 34 species (CML, sML,
and Bi, Figure 2; and MP and Dm1, not shown) signifi
cantly support the monophyly of Plantae and of ail
other relationships except one (see beiow), indicating
the presence 0f a strong signal in our dataset. In the
cML analysis, the monophyly of ail major lineages (e.g.,
animais, fungi, green plants, aiveolates, and strameno
piles [13]) are confirmed with bootstrap values 0f 100%,
which corroborates numerous previous analyses. in ad
dition, the superkingdom Opisthokonta, including
Fungi and Hoiozoa (Metazoa and the choanofiageliate
Monosiga brevicollis), is recovered at i00°k, as are the
superensembie Alveolata uniting Apicompiexa, Cilio
phora, and Dinoflagellata (100%) and a ciade uniting
stramenopiles and alveolates (100%). Finaily, in the
CML analysis, the support value for the monophyly of
Plantae is significant (98%). Our inferences with sML,
which lits the data best (Table S2) also recover the mo
nophyly of Plantae wfth high confidence (97% BV; Fig
ure 2). However, the relationships among the throe
groups of Piantae remain unsupported (64% and 74%
BV for the sister-group of green plants and glauco
phytes, with the cML and 5ML approaches, respec
tively).

To assess the confidence level for the monophyly of
Piantae, we retained the best 25 topologies from the

exhaustive sML analysis fsee Expenmental Procedures)
and performed several statistical tests. Ail tests gave
essentially the same results; the least-biased and most
ngorous test available to date, the “approximately unbi
ased” (AU) test, is shown [27, 28] for seven of the most
relevant topologies tested (Table 1). The AU test rejects
ail scenarios in which Piantae are not monophyletic
(significance level = 0.05). The relationships within the
Piantae remain unresolved, although the sisterhood of
glaucophytes and green plants has the highest prob
ability, in agreement with the results of the bootstrap
analyses shown in Figure 2. lnterestingly, removal of the
fast-evolving Cyanidioschyzon renders the three alter
native arrangements among the lineages of Plantae ai
most identical (see column AU-33 in Table 1). A detailed
discussion of the impact 0f taxon sampling in phylo
genomics will be pœsented in a separate study (N.R.-E.
et al., unpubiished data).

How Many Genes Does It Take to Resolve
the Monophyly of Plantae?
The above-presented analyses are the first that
strongiy support the monophyiy of Plantae. To venfy
whether a large number of genes is indeed required to
obtain this resuit, we calculated for each internai
branch in Figure 2 the bootstrap values as a function
0f the number of amino acid positions used (Figure 3).
Wfth -8000 amino acid positions, ail internai branches
but two are recovered with a BV> 90%. The monophyly
0f Piantae is supported with only 70% BV, with the
same number of amino acid positions (Figure 3, thick
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Table 1. Likelihood Tests of Alternative Treo Topologies

Rank Tree topology In L AU5 AU-33E

1 Best tree; glaucos with greens —27.5 0.892 0.575
2 Glaucos with reds 27.5 0.297 0.567
3 Glaucos basal ta freds + greens) 42.8 0.147 0.47 2
4 Rads basal ta (alveos + strams) 84.5 0.044 0.018
S Glaucos basal ta (dicts + apis) 1 37.6 0.006 0.007
11 Greens basal to (alveos + strams) 235.2 3e-07 2e-04
12 ThreePlantae lineages unrelated 238.6 3e-61 8e-30 -

Comparison of alternative trees with CONSEL [40], interred tram separate maximum-likelihaad analyses ot 143 proteins and 34 species, with
the saine madel as the analysis in Figure 2. The 25 best topologies tram the sML analysis were retained. In the three best topologies, Plantae
are manaphyletic. AIl other 22 topologies are rojocted at o signiticance level at 0.05. Topologies 4, 5, ami 11 are the best in which only twa
Plantao lineages are sister groups, and tapology 12 is the best in which the three Plantae lineages are unrelated. The fallowing abbreviations
are used: glaucos, glaucaphytes; reds, md algae; greens, groen plants; alveos, alvealates; strams, stramenopiles; dicta, Dictyost&ium; and
apis, apisthokonts.
‘Log likelihood difference.
5Approximate Unbiased test
“When removing Cyanidioschyzon tram the dataset (AU-33 column), AU values tor the best and the second-bost tree became almost identical
(0.575 and 0.567), eliminating the marginal support for the sister-graup relationship ot glaucophytes and green plants.

black une). In tact, the support value ot this branch in
creases slowly but reguiarly with the addition 0f P0S-

tions, finally reaching 9Q% BV at >20,000 amino acid
positions. The sisterhood 0f green plants and glauco
phytes (Figure 3; thick dotted une) also increases slowly
with the addition 0f more data, but t reaches only 74%
8V with the compiete dataset (Figure 2).

In summary, our resuits show that 30,000 amino acid
positions are necessary to rocover the monophyly 0f

Plantae with significant support. This explains why
other studies, which ail used much fewer sequence po
sitions, did flot obtain statistically significant support
for this clade (e.g., [8, 22, 24]).

Conclusions
Our phylogenomic analyses support the idea that Plan
tae are monophyletic and that plastids form a mono
phyletic group to the exclusion of Cyanobacteria, pro-

o
C.

C

o
o

Number of amine acid positions

Figura 3. Mare than 100 Genes Are Requirod ta Recover the Mono
phyly al Plantae

Evolution ot the bootstrap support values 16V) for each internaI
branch, osa tunction of the numbor of amina acid positions. Y and
X axes relut to bootstrap values (in ¾) and number ot amino acid
positions, respectively. Thick line represents monophyly ot Plantae;
the dottod lino represents green plants + glaucophytes; and the
thin linos represent ather internai branches in Figure 2.

viding compelling evidence for a single origin of
pnmary photosynthesis in eukaryotes. StilI, our large
datasets are insufficient to resolve the branching order
within Plantae and are thus unable to support or reject
the common assumption that glaucophytes emerged
prior to the divergence 0f green plants and red algae.
Addressing this issue requires analyses that inciude
more taxa and/or more genes of the three PIantae lin
eages, in particular red algae and glaucophytes. Fur
thermore, the monophyiy 0f Piantae remains to be
tested affer addition 0f severai major eukaryotic groups
not included here because of the Iack of gene se
quences or 0f their fast rate 0f evolution. The eukary
otic groups from which data are most urgently required,
preferentially f rom slow-evolving species, are the Rhi
zaria (including Cercozoa, Radiolaria, Foraminifera,
etc.), Amoebozoa (Lobosa and Conosa), and the poten
tialiy nonmonophyletic Excavata (Euglenozoa, Hetero
iobosea, jakobids, maiawimonads, diplomonads, para
basalids, retortamonads, etc.).

As we show here, the high support for tho monaphyly
of Plantae criticaily relies on the use af a large coliec
tian of protein sequences. Whereas few relationships
(e.g., the sisterhood 0f animais and fungi) can be con
vincingly demonstrated already with a small number of
sequences (e.g., 13 mitochondnai proteins), we posit
that the resolution 0f other ancient events in the history
0f eukaryotes will require massive datasets in the order
of 100 or more genes [29].

An efficient way to obtain data from many organisms
s EST sequencing, which requires limited amounts ot

celI matenal and is therefore useful for the exploration
of underrepresented eukaryotes, many of which are dif
ficult to grow and unavailabie in axenic culture. On the
basis of phylogenetic analyses with these data, key
species can then be selected for genome plojects.
Glaucophytes clearly belong to the taxa 0f prime inter-
est because they contain minimaliy derived plastids
and appear as the slowest-evolving eukaryotes in our
phylogenomic analyses (Figure 2). Complete giauco
phyte genome sequences would allow for a better un
derstanding of the origin of eukaryotic photosynthesis

5,000 10,000 15,tDO 20,000 25,000 30,000



Une origine unique des ptastes 104

Experimental Procedures

Construction 0f cDNA Libraries, Sequencing, Selection
ot Orthologous Proteins, and Data Extraction
from Multiple Allgnments
A detailed description of cDNA-Iibrary constructions and sequenc
ing is available with the Supplemental Data. Sequences are avail
able at http://anioebidia.bcm.umontreal.ca/public/pepdb/welcome.
php. The nuclear dataset s based on an available aiignment [12].
Data tram Cyanophora, G!aucocystis (this study), and additional
sequences retneved from GonBank (http://www.ncbi.nlrn.nÎh.gov) and
other sources (soe Supplemental Data) were added to the align
ment as described [12]. Species evolving at htghly accelerated
rates (Microsporidia, Euglenozoa, Parabasalida, and Diplomon
adida) were flot included (but see Figure S4), and only representa
tive (preferontially slowly evolving) members of fungi, animais, and
embryophyte plants were used. Unambiguously aligned sequence
blacks were extracted with Gblocks [30); after manual verification,
potential paralogs were identified and removed as described (31].
When ail orthologous proteins that are available tram al least 23
out 0f the 34 used species are included, the dataset contaîns 143
proteins (see Supplemental Data fora detailed list(, totaling 30,113
amino acid positions. On average, 19% al tho amino acids are
missing.

The plastid dataset consists of 50 proteins ta total of 10,334
amino acid positions; sec Supplementai Data for a detailed list)
tram 16 piastids and 15 cyanobacteria that were publicly available.
The number of land-plant piastids in this data collection was re
stricted to three slowiy evolving species. An alternative plastid da
taset including 26 proteins (a total ol 4,998 amino acid positions)
from 13 additional bacteria was used to root the tree. Sequences
were aligned wïth CLUSTALW [32] and rofinod manually with MUST
[33], and ambiguously aligned positions were removed with Gblocks
[30]. The twa rasulting datasets are available upon roquest.

Phylogenetic Analyses
The concatenated datasets ot nuclear and plastid/cyanobactenal
sequences were analyzed by maximum likelihood (ML) with PhyML
2.4 [34], maximum parsÏmony (MP) with PAUP* 4.0 biO [35], bayes
an inferonce (130,000 and 120,000 generations for nuclear and
plastid dataset respectively, repeated three limes with identical re
cuits) with MrBayes 3.0 b4 [19], and distance methods with TREE
PUZZLE 5.2 [36) and BION] [37]. The reliability of each internai
branch was ovaluated on the basis ot 100 (ML) or 1000 (MP and
distance approach) bootstrap replicates. Subsequently, separate
ML analyses (sML) were conducted as described [31]. In briof, rela
tionships that are undisputed and supported by 100% bootstrap
values (e.g., the monophyly of animais, fungi, and green plants)
were conslrained, and ail resulting Ires topologies were exhaus
lively analyzed independently for each protein to identify the tree
topology with the best overat iikeiihood value (for more details, see
Supplemental Data). Site-wise likelihood valties were calculated by
PAML [38]. The support for each internai branch was evaltiated by
Ihe RELL method [39], with 10,000 replicates. For likelihood tests
of competing tree topologies, p values were calculated with CON-
SEL [40].

Number ot Amine AcId Positions and Bootstrap Support
For sML analysis, the mlatîonship between the number 0f sequence
positions and tho bootstrap value was caiculated for vanous intemal
branches as describod [41]. In order ta do so, the constraints were
adapted to permit testing of groups within Apicomplexa, Fungi, Ho
lozoa, greon plants, and stramenopiles. In brief, variable fractions
0f amino acid positions 0f the complets dataset (e.g., 1,000; 2,000;
3,000; ...; 30.000) were randomly drawn from tas dataset, each 100
times. RELL bootstrap analysis was then performed on each of the
100 samples for each size fraction. The average al the bootstrap
values for each size fraction was piotted against its size.

Supplemental Data
Supplemental Data include Supplemental Experimental Pro
cedures, four figures, and two tables and are availabie with this
article online at http://www.current-biology.comlcgilcontentlfull/
15114/1 325/DC1 /.
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Supplemental Data

Monophyly of Pnmaty Photosynthetic Eukaryotes:

Green Plants, Red Algae, and Glaucophytes

Naiara Rodrfguez-Ezp&eta, Henner Bnnkmann,
Suzanne C. Burey, Béatrice Roure, Gertraud Burger,
Wolfgang Loffelhardt, Hans 1. Bohnert,
Hervé Philippe, and B. Franz Lang

Si

Supplemental Expenmental Procedures

Construction o! cDNA Librarles
Total RNA was purified f rom oxponentially growing Cyanophora
paradoxa (LB1 55SUTEX) cells via the Oiagen-tips 500 (Qiagen, Chat
sworth, CA; protocol for plant tissues). Three micrograms 0f PolyA
RNA (isolated with the Oligotex-dT kit; Qiagen) was used for cDNA
synitiesis (cDNA Synthesis Kit Stratagene, La Jolis, CA) and frag
ments forger than 500 bp were selected by DNA size-tractionation
columns (Invitrogen, Cailsbad, CA) and iigated into Ihe plasmid
pBluescnpt SKH (±) (Stratagene) for diroctional cloning. Trans
fomied EtectroMAX° DH1 0B” cells (Invitrogen) were plated onto
SgaVIPTG/Amp plates for black/white selection.

Glaucocystis nostochinea’vm tot RNA was extracted after
breaking 0f colIs with glass beads (SI], with TRIZOL (lrwitrogan)
instead of the extraction butter and following the manutacturers
instrucf ions for the RNA purification stops. A cDNA library was con
structed with 100 ng polyA RNA )isolated with Oligotex-dT Cellu
ose Type 7; Amersham Biosciences; Piscataway, Ni) and pnmers,
ptasmid pDNRlib, and reverse transchptase from the Creator
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Smart’ clONA Library Construction kit (BD Biosciences Clontech;
Palo Alto, CA). Ptasmids were isolated from bactenal cultures with
the OlAprep 96 Turbo Miniprep Kit (Qiagen), and sequencing reac
tions were pertormed witil the ABI Prism BigDyeTM Terminators
version 3.0/3.1 (Perkin-Elmer, Wellesley, MA). The purified sequenc
ing reactions were separateti and anatyzed either on an ABI 3700
(Cyanophora ESTs) or an M] BaseStation automatic sequencer
(Glaucocystis ESTs). Normalization 0f the Glaucocystis nostochi
nearum clONA Iibrary was pertormed with size-selected (>500 bp)
clONA, foliowing a pubiished procedure [S2]. Trace files were inter
preted with PHRED, and sequences were quaiity- and vector
trimmed before clustering with PHRAP tS3. S4], followed by auto
matic annotation [S5J and incorporation into the PEPdb database.

Data Sources for Soms Organisms
Candida albicans: Stanfoi-d Genome Technoiogy Conter (http://
www-soquence.stantord.edufgroup/candida).

Cryptococcus neoformans: C. neoformans cDNA Sequencing
Projeot (http://www.genome.ou.edu/cneo.html) and C. neoformans
Genome Project, Stantord Genome Technology Conter, and The

CYANOBACTERIA

f4tGH GC GRAM+

I DEINOCOCCUS-THERMUS
I GREEN SULFUR BACTERIA

Figure SI. Phylogeny Based on Plastid and Bactenal Protein Sequences

The analysis is based on the concatonated atseet of plastid-encodod proteins (26 proteins; 4,998 amino acid positions). The tTee lias boon
inferred with BI with the WAG+F+f model. Numbers in italicu represent support values obtained with 100 bootstrap replicates on the
concatenated dataset with PliyML (WAG+F+T model), and numbers below (in bold) represent bootstrap values based on 10,000 RELL
replicates 0f the sML analysis (see Experimental Procodures for details). The presence 0f a single value indicates that this branch was
constrained in the separate analysis [except the sistor group of (Parphyra + Gracilana) and fGuillardia Odontella), which s also constrainod).
The scale bar denotes the estlmated number 0f amino acid substitutions per site. Boofstrap values lower than 50% are not shown.
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Table Si. Likelihood Tests of Alternative Topologies Including
the Excavates

Excavates Sister Group of: In La AU

bMetazoalChoanozoa 188.1 0.006
Fungi 608.2 4e-70
Metazoa/Choanozoa/Fungi 113.9 le-47
Dictyostelium —0.1 0.532
Metazoa/Choanozoa/Fungi/Dictyostelium 1 0.4 0.345
Alveolates/Stramenopiles 0.1 0.606
Plantae 79.1 3e-05
Glaucophytes!Green plants 246.9 4e-74
Green plants 356.3 4e-38
Glaucophytes 406.4 4e-51
ROU algne 349.6 3e-76
Alveolates 86.0 0.015
Stramenopiles 658.3 0.001

Starting from the tree topology of Figure 2 in the main text, the three
excavate lineages (Trichomonas, Giardia, and kinetoplastids) were
placed as sister group to ail well-established monophyletic groups,
and the Iikoiihood values of the resulting 13 topologies wero calcu
lated with TREE-PUZZLE [S8] with a WAG±F+F model. The rows
in which Plantae are polyphyletic are markod in grey. Rejections at
signiticance level 0f 0.05 are in bold and underlined. AIl tests were
performed with CONSEL.
Log likeiihood ditference
bAU test.

Institute for Genomic Research (http://www-sequence.stantord.edu/
group/c.neoformans).

Thalassîosira pseudonana: The DOE Joint Genome Instituts
(http://genome.jgi-psf.org/thapsi/thapsl .download.ftp.html).

Phytophthora sojas: The DOE Joint Genome Instituts (http://
genome.jgi-psf.org/sojael/sojaei .download.ftp.html).

Monosiga brevïcollis: [S61.

Phylogenetic Analyses Sased on Plastid Sequences
Proteins Used
The tollowing proteins were used: Acetyl-CoA carboxylase 13 sub
unit; ATP synthetase e chain; ATP synthetase 3 choiii; ATP synthe
taso C chain; ATP synthetase epsilon chain; ATP synthetaso subunit
6; Photosystem Il 44Da reaction center protein; Photosystem Il apo
protein; Cytochrome b6; Apocytochrome I; cytochrome b6/f com
plex subunit IV; cytochrome b6lf complex subunit V; Photosystem
I P700 apoprotein Ai; photosystem I subunit IX; Photosystem I
assembly protein yct3; Photosystem I assembly protein yct4; Pho
tosystem II protein Di; Photosystem II proteln D2; photosystem II
protein I; photosystem I P700 apoprotein A2; Photosystem I iron
sulfur center; Cytochrome b-559 e subunit; Cytochrome b-559 (3

subunit; photosystem Il phosphoprotein; photosystem Il complex
subunit J; photosystem II K-protein; photosystem Il L-protein; 50S
ribosomal proteins 14,16,20,22, 2, 32 and 37; 30S ribosomal pro-
teins 11, 12, 14, 16, 18, 19, 2, 3, 4, 7 and 8; RNA polymemse e
subunit; RNA polymemse (3 subunit; DNA-directed RNA polymerase
(3’ chain; and cytochrome c biogenesls protein.
Gblocks Parameteis
A minimum 0f 50% 0f the sequences for conserved positions, a
minimum 0f 75% for flanking positions, a maximum 0f five contigu

ous nonconserved positions, and a minimum of five positions per

block were used.
Constralnts Appfied in a Separate ML Analysis

• Green plastids (((t fAnthoceros fotwosae, Marchantia poly
morpha), Physcomitrelfa patens), Chasfosphaoridgum globo
sumf, (f Euglena gracillis, (Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella
vulgaris)), Nephros&mis olivacea)), Mesostigma viride)

• Rad plastids ((Cyanidioschyzon merolas, Cyanidium caldar
lum), ((Odontelfa sinensis, Guillardia theta), (Gracifaria Tenuis
tipitata Porphyra purpurea»)

• Cyanobacterial group 1 (C((Prochlorococcus marinus
CCMP 7375, Prochlorococcus marïnus MED), Pmchlorococcus
marinus CCMP 1986f, Prochlorococcus marinus M1T9313), Sy
nechococcus sp WH), Synechococcus efongatus PCC 7942)

• Cyanobacterial group 2 ((Anabaena variabilis A TCC294 13, Nos-
foc sp), Nostoc punctiformis)

• Cyanobacterial group 3 (Synechococcus PCC7002, (Synecho
cystis PCC, Crocosphaera watsoni13)

• Noncyanobacterial outgroup ((f t(Corynebacterium glutamicum,
Corynebacterium efficiens), Coiynebacterium diphthenae), (My
cobactehum tuberculosis, Mycobacterium leprae)(, ((Thermobi
Scia fusca, (Streptomyces avermitilis, Streptomyces coe!icor)),
(Tropheryrna whipplei, Bit,dobacterium Iongum))), f (Thermus, Dei
nococcus radiodurans), Chloroflexus))

In the dataset including the noncyanobacterial outgroup, one addi
tional constraint was introduced: a sister-group relationship 0f Tri
chodesmium with the group ((Anabaena variabilis ATCC294 13, Nos-
toc sp), Nosfoc punct;forrnis). The above-described constraints
reduce the number 0f operational taxonomic units (OTUs) to nies
(135,135 possible topologies). Likelihood values were calculated
with PPOTML [S7] and a Jfl+F model, for each protein and for
each topology. Subsequently, the sum 0f 10g Iikelihood values for
aIl proteins was computed. The 4000 best topologies were selected
and analyzed with TREE-PUZZLE version 5.2 [58] and a WAG+F+F
(eight catogorios) modal.

Phylogenetic Analyses Based on Nuclear Sequences
Proteins Used
The foiowing proteins were used: Actin; Cytosolic chaperonin com
plox subunits e, [3, -y, delta, epsilon, zeta, eta and theta; Heat shock
protein HSP 60 kDa mitochondrial; Heat shock prolein HSP 70 kDa
cytosol; Heat shock protein 5 HSP 70 kDa glucose regulated; Heat

Table 52. Akaike’s Information Cnterion

AIC Concatenated Modal Separate Modal

Nuclear Dataset

No gamma 1,659930 f—779,882; 84) 1,567,790 (—772,963; 10,930)
Gamma 1,476,540 (—738,186; 85) 1,470,950 (—724,401; 11,073)

Plastid Dataset

No gamma 444,772 (—222,308;78) 437,436 (—214,818; 3,9001
Gamma 419,794 (—209,794;79) 41 2,954 (—202,527; 3,950)

The 10g likelihood value for the best topology (see Figures 1 and 2 in the main text) was calculated according to four difterent models
(concafenated and separate—both with and without rate variation umong sites—gamma, and no gamma). AIl models use the WAG amino
acid substitution matrix. The Akaike’s Information Criterion (AIC) values for each model were calculated as AIC —2 X log likelihood + 2 X

number offres paramoters. The number 0f Ires parameters to be estimated for each model was calculated as: number of branches + number
0f amino acid frequencies (19) + one alpha parameter (when a gamma distribution was considered). The AIC valuas for each model are
shown in bold and underlined, and numbers in parenthesis correspond to the log Iikelihood values and the number 0f Ires parameters.
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Figure S2. Phylogeny Based on Plastid and Bactenal Operational Genes
The analysis is based on the cnncatenated dataset 0f plastid-encoded proteins (22 proteins; 6380 amino acid positions). Sea Figure 1 in the
main text for details.

shock protein HSP 70 kDa mitochondnal; 26$ proteasome AAA
AWase regulatory subunits 4, 6 6A, 6A’, 7, and 8; Transitional endo
plasmic reticulum AWase TER ATPase; Vesicular fusion protein
nst2; Elongation factor EF1 o; EF1 o related GW binding protein
polypeptide chain release factor RF3; Elongation factor EF2; Elonga
tian factor Tu family US snRNP specitic protein; Eukaryotic initiation
factor Sa; Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1; 40S
nbosomal protein SA 40 kDa laminin receptor 1; Signal recognition
particle receptoro subunit SR o; Signal recognition particle 54 kDa
protein; Seryl tRNA synthetase; TATA box binding protein related
factor 2; Nucleolar GTP binding protein 1; Fibrillann; Famosyl pyro
phosphate synthase; 20S proteasome 3 subunit macropain zeta
chain; 20S protessome n 1 chain; 20S proteasome o 2 chain; 20S
proteasome n 3 chain; 208 proteasome o 6 chain; 20S proteasome
o y chajn; 20S proteasome o w chain; 20S proteasome o X chain;
20S proteasome o y chain; 20S proteasome n z chain (because no
standard nomenclature dons exiat for some 20S proteasome chaîna,
names y, w, x, y, and z were arbitrsnly chosen); proteasome [3 4;
proteasome [3 5; proteasome [3 6; proteasome [3 7; 60 nbosomal
protein Lb 0M protein; Histone H4; Heat shock 70 kDa protein C,
E, SSE and mitochondrial forma; initiation factors la, 2b, 2g, 2p,
and 6; lnositol-3-phosphate synthatse isozyme 1; minichromosome
family maintenance protein 5; S-adenosyl-methionine synthetase;
Ribosome biogenesis protein NEP1 C2F protein; ATP binding pro
tein subunit B and C; Protein Chromosome 2 orf4 CGI-27 kDa;
Shwachman-Bodian-Dyamond syndrome protein; UV excision re
pair protein RAD23; DNA repair protein RAD51; 60$ acidic nbosomal
protein POLi 0E; Succinyl-C0A ligase o chain mitochondrial precur
sor; DNA topoisomerase I, mitochondrial precursor; Vacuolar AW
synthase catalytic subunit A; Vacuolar AW synthase catalytic sub
unit B; Vacuolar AW synthase catalytic subunit C; Vacuolar ATP
synthase catalytic subunit E; TGF [3 inducible nuclear protein; High

mobility group like nuclear protein 2 NHP2; High mobility group like
nuclear protein 2 NHP2 protein 1; 605 acidic nbosomal protein P2;
60S ribosomal proteins L7a, llb, 12b, 13, 14a. iSa, 16b, 17, 18,
19a, 1, 20, 21, 22, 23a, 24a, 24b, 25, 26,27,2, 30, 31, 32, 33a, 34,
35,371,38,39.3,42, 43, 4b, 5, 6, 7a, and 9; 40S Ribosomal proteins
10, 11, 12, 13a, 14,15,16,19,1, 20, 22a, 23, 25, 26, 27, 28a, 29,2,
3, 4, 5, 6, and 8; Tubulins o and [3;and threonyl-tRNA synthetase.
Gblocks Parameters
A minimum 0f 50% 0f the sequences for conserved positions, a
minimum of 75% for flanking positions, a maximum 0f tive contigu
ous nonconserved positions, and a minimum 0f five positions per
block were used.
Constraints Applied in s Separate ML Anafys,s:

• Holozoa ((((Homo sapiens, Clona intestinalis), Drosophila m&a
nogaster), Hydra maqnipapillata), Monosiga brovicollis)

• Fungi (((Candida albicans, Saccharomyces cerevisise), Neuro
spoi’a crassa), ((Phanerochaete chrjsosporium, Cryptococcus
neoformans), Ustilago maydis))

• Green plants ((((Ç4rabidopsis thaliana, Orpa sativa), Pinus
taeda), Physcomitrella patens), Clastenum peracerosum-stn
gosum-littorale complex), (Chlamydomonas reinhardtii, Duna
liella salina))

• Red algae (Cyanidioschyzon memlae, Porphyra yezoensis)
• Glaucophytes (Cyanophora paradoxa, Glaucocystis nostochi

neawm)
• Apicomplexa + Dinoflagellata (((((Babesia bovis, Theilena annu

lata), Plasmodium faic,oamm), (Bmetia tenella, Toxoplasma gon
dii)), Cr,ptosporidium paivum), Alexandrium tamwense)

• Stramenopiles ((Phaeodactylum fricornutum, Thalassloslra
pseudonana), Phytophthora sojae)

- Pmclilorocorcus CCMP 1375
Piochlorococcus MED4

CCMP I986

WH8W2

10

The above-described constraints reduce the number of operational
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Figure S3. Phylogeny Based on Plastid and Bactenal Intormational Genes
The analysis s based on the concatenated dataset 0f plastid-encodecl proteins (28 proteins; 3954 amino acid positions). See Figure 1 in the
main text for details.

taxonomic units (OTUs) to fine (135,135 possible topologies). Likeli
hood values were calculated with PROTML tS71 and a JTT+ F model,
for each protein and for each topology. SubsequenDy, the sum of
10g likelihood values for aIl proteins was computed. The 1500 best
topologies were selected, as well as 500 topologies covenng the
spectwm of likelihood values 0f the remaining topologies. The re
sulting 2000 topologies were analyzed with TREE-PUZZLE version
5.2 t] and WAG÷F÷f (eïght 8 categones) model.

Horizontal Gene Transfer In Cyanobacterial Phylogenies
Horizontal gene transfer (HGT) is a major concern in cyanobacterial
phylogeny [59], afthough a core of informational’ genes (coding
for proteins involved in transcription, translation, and replication) are
less affected by transfers thari operational genes (ail other proteins)
[S10]. HGT s expected to decrease tree resolution in multi-gene
analyses, and might in part explain the weak resolution of the cyano
bacterial tree (Figure 1 in the main text). To test this hypothesis, we
have performed phylogenetic analyses based on two subsamples
0f the plastid dataset, one including only informational genes, and
the oUler one operational genes (Figures S2 and S3). Trees inferred
from both datasets are similar to the one in Figure 1 in the main

text, recovenng the monophyly of plastids with strong support, but
failing to resolve the relationships within Cyanobacteria. Accord
ingly, HGT does flot explain the ditficulty to place plastids within
the cyanobactenal Irse.

Concatenated Versus Separate Model
The sML modal allows branch length axai the n parameter ot the ‘y

distribution (modeling among-site rate vanation) to be indepen
dently estimated for each gene [Si 1]. Acco,tling to the Akaike infor
mation criterion [512] (deflned as AIC = —2 X 10g likelihood * 2 X

numberoffree parameters), the sML model, although requiring many
more free parameters, provides signiticantly higher likelihood values
than the concatenated modal (Table 52). In fact, for aIl the modela
tested (including different amino acid replacement matrices; flot
shown), sML with a WAG substitution matrix combined with a ‘y
distribution f its the data best.
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Figure S4. Phylogeny Based on Nuclear-Encoded Protein Sequences Including Excavates
The analysis is based on the concatenated dataset ot nuclear-encoded proteins (143 proteins; 30,113 amino acid positions). The tree was
inferred by BI with the WAG+F+T model. Numbers represent support values obtained with 100 bootstrap replicates on the concatenated
dataset with PhyML The scale bar denotes the number 0f amino acid substitution per site. Taxon designations are as follows: Trichomonas,
Tnchomonas vaginails; Giardia, Giardia Iambha. For other taxa, see Figure 2 in the main text.
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Detecting and overcoming systematic errors in genome-scale phylogenies.
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Abstract. --- Genome-scale datasets resuit in an enhanced resolution of the phylogenetic
inference by reducing stochastic errors. However, there is also an increase of systematic
errors due to model violations, which can lead to erroneous phylogenies. Here, we explore
the impact of systematic errors on the resolution of the eukaryotic phyiogeny using a
dataset of 143 nuciear-encoded proteins from 37 species. The initial observation was that,
despite the impressive amount of data, some branches had no significant statisticai support.
To demonstrate that this iack of resolution is due to a mutual annihilation of phylogenetic
and non-phylogenetic signais, we created a series of datasets with slightly different taxon
sampling. As expected, these datasets yielded strongly supported but mutually exclusive
trees, thus confirming the presence of conflicting phylogenetic and non-phylogenetic
signais in the original dataset. To decide on the correct tree, we applied severai methods
expected to reduce the impact of some kinds of systematic error. Briefly. we show that (j)
removing fast-evolving positions, (ii) recoding amino acids into functional categories, and
(iii) using a site-heterogeneous mixture model (CAT), are three effective means of
increasing the ratio of phylogenetic to non-phylogenetic signal. Finaliy, our resuits allow us
to formulate guidelines for detecting and overcoming phylogenetic artefacts in genome
scale phyiogenetic analyses.
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The use of large multi-gene datasets to infer phylogenetic trees (phylogenomics) lias been
successfully applied to resolve evolutionary questions for which single-gene phylogenies
failed (Bapteste et al., 2002; Delsuc et al., 2006; Delsuc et al., 2005; Madsen et al., 2001;
Murphy et al., 2001; Philippe et al., 2005a; Qiu et al., 1999; Rodrfguez-Ezpeleta et al.,
2005; Soltis et al., 1999). This increase in resolution resuits from the reduction of sampling
error through the addition of phylogenetically informative positions. However, higher
statistical support does not necessarily lead to more accurate results, because the potential
for systematic errors also grows with the increasing size of datasets, which in some cases
may lead to strongly supported but incorrect phylogenies (Brinkmaim et al., 2005; Jeffroy
et al., 2006; Philippe et al., 2005b; Phillips et al., 2004; $tefanovic et al., 2004).

In the probabilistic framework (maximum likelihood and bayesian inference),
systematic errors can be traced back to mis-specifications in the model of sequence
evolution (model violations). Known causes of model violations are across-site rate
variation (Yang, 1994), heterotachy (the across-site rate variation through time)
(Kolaczkowski and Thornton, 2004; Philippe et al., 2005c; Spencer et al., 2005), site
interdependent evolution (Robinson et al., 2003; Rodrigue et aI., 2005), compositional
heterogeneity (foster, 2004; Galtier and Gouy, 1995; Lockhart et al., 1992), and site
heterogeneous nucleotide/amino-acid replacement (Lartillot and Philippe, 2004; Pagel and
Meade, 2004). In the following, we will cail the apparent signal arising from such model
violations “non-phylogenetic” signal, as opposed to genuine phylogenetic signal that
corresponds to bonafide shared-derived characters.

The impact of model violations on phylogenetic accuracy is greatly exaggerated
when multiple substitutions occur at given sites (mutational saturation). In the absence of
model violation, mutational saturation would result in random sequences simply leading to
poorly resolved trees (but see (Susko et al., 2005)). In contrast, when the model is violated,
systematic error becomes manifest. Because long branches (either due to fast evolutionary
rate or long tirne span) accumulate more multiple substitutions, they are rnost affected by
long branch attraction (LBA), the well-known case of systematic error that provokes the
clustering of fast-evolving species regardless of their true phylogenetic relationship
(Felsenstein, 197$). Several complementary approaches have been applied to overcome
systematic errors such as LBA: (i) increased taxon sampling and improved models of
sequence evolution, allowing a more efficient detection of multiple substitutions, and (ii)
removal of fast-evolving species (Aguinaldo et al., 1997), genes (Brinkmann et al., 2005;
Philippe et al., 2005b) or sequence positions (Brinkmann and Philippe, 1999; Burleigh and
Mathews, 2004; Hirt et aÏ., 1999; Ruiz-Trillo et al., 1999).

In this paper, we study the relative contribution of phylogenetic and non
phylogenetic signal to genome-scale phylogenies and explore different methods to
overcome systematic error. We use the global eukaryotic phylogeny as a case study for two
reasons. f irst, the eukaryotic diversification is difficult to resolve, possibly because of
closely spaced speciation events (Knoll, 1992; Philippe and Adoutte, 199$), implying that
the phylogenetic signal would be limited, and second, multiple substitutions are expected
given the long time span of eukaryotic evolution, most likely making non-phylogenetic
signal significant.
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Using a dataset of 143 nuclear encoded protein sequences from 37 eukaryotic
species, we show that slight deviations in the evolutionary rate or amino acid composition
of the sequences can lead to strongly supported but incorrect phylogenies. This occurs
when the phylogenetic signal for a given branch is significantly weaker than the non
phylogenetic signal. Alternatively, when both signais are of equivalent strength, they may
counterbalance each other, leading to unresolved trees, even with large datasets. We
demonstrate that (j) variations in taxon sampling, (ii) removal of fast-evolving sites, (iii)
use of a site-heterogeneous mixture model (Lartillot and Philippe, 2004), and (iv) amino
acid coding into functional categories have the potential to overcome some types of
systematic errors in genome-scale datasets.

MATERIALS AND METH0Ds

Phylogenetic analyses

The analyses were performed on a previously described dataset of 143 nuclear-encoded
proteins (30,244 amino acid positions) from 39 eukaryotic species (Rodriguez-Ezpeleta et
al., 2005), exciuding the two fastest evolving lineages (Trichomonas vaginalis and Giardia
ÏarnbÏia). Trccs were inferred using maximum parsimony (MP), bayesian inference (BI)
and maximum likelihood (ML) methods. The alignments (including corresponding trees)
have been submitted to TreeBASE under accession numbers SN3166-13372 to SN3 166-
13377.

Heuristic analyses

M? analyses were performed using PAUP* (Swofford, 2000), with tree bisection and
reconnection search and 10 random additions of species. The support was evaluated based
on 1,000 bootstrap replicates. BI analyses were conducted using MrBayes 3.0 b4 (Ronquist
and Huelsenbeck, 2003) or PhyloBayes
(http://www.Ïirrnm.fr/mah/article.php3?id article=329). MrBayes analyses were performed
with the WAG amino acid replacement matrix (Whelan and Goldman, 2001), gamma
distributed rates across sites (4 discrete categories), and stationary amino acid frequencies
estimated from the dataset (WAG+F+ f4 model). Three independent analyses with 120,000
generations gave identical resuits. PhyloBayes analyses were performed with the CAT
mixture model, which accounts for across-site heterogeneities in the amino-acid
replacement process (Lartillot and Philippe, 2004). Two independent runs were performed
with a total length of 2,500 cycles (250 topological moves per cycle) with the same
operators as in Lartillot et al. (2006). The first 500 points were discarded as burn-in, and the
posterior consensus was computed on the 2,000 remaining trees. Preliminaiy ML analyses
were performed on the concatenated dataset using heuristic searches with PhyML 2.4
(Guindon and Gascuel, 2003) and TreeFinder (Jobb et al., 2004) with the WAG+f+f4
model. The support was evaluated based on 100 bootstrap replicates.

Exhaustive analyses
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The probability of getting trapped in a local minimum during heuristic topology searches is
high for large datasets (Salter, 2001), but an exhaustive search is impossible in our case
given the large number of possible topologies for 37 species (10). This problem was
addressed by constraining relationships supported by consistently more than 95% bootstrap
values (MP and ML) and 1.0 posterior probabiiity (BI) (opisthokonts —animais,
choanoflagellates and fungi, red algae, green plants, glaucophytes, apicomplexans,
stramenopiles and kinetoplastids). This reduces the number of topologies to be exhaustively
analysed to 135,135. To further alleviate computational cost and memory usage, we
proceeded in two steps. First, exhaustive ML analyses without taking rates across-sites
variation into account were performed with PROTML (Adachi and Hasegawa, 1996) and
the JTT amino acid replacement matrix (Jones et al., 1992) for each protein separately (for
details see Rodriguez-Ezpeleta et al., 2005). The resulting 135,135 tree topologies were
sorted by likelihood value, and the top 1,733 trees were selected. These trees were
augmented by sampling every 500th subsequent topology. for a total of 2,000 trees. For
these 2,000 trees, likelihood values were calculated with TREE-PUZZLE (Schmidt et al.,
2002) and the concatenated WAG+F+F4 model (ail parameters estimated for the
concatenated dataset). We verified that retention of the 1,733 top ranking topologies was
sufficient: first, the correlation between the likelihood values obtained with the separate
JTT+F and the concatenated WAG+F+F4 models for the 2,000 selected topologies is
excellent (R2=09693 f ig. Si); second, the order of topologies is almost identical with and
without considering rates across sites; and third, the 9 best topologies from the separate
JTT+f analysis receive a total of 98% of the RELL bootstrap support (Kishino et al., 1990)
(the 83 best topologies receive 100% of the RELL bootstrap support). Indeed, retaining 100
topologies gives virtually identical results (flot shown). In order to estimate statistical
support for each branch the RELL bootstrap method (Kishino et al., 1990) was used. In
brief, site-wise likelihood values were calculated with PAML (Yang, 1997) with the
concatenated WAG+f+f4 model and used to perform RELL bootstrap analyses with
10,000 replicates.

The relationship between the number of sequence positions and the bootstrap
support values (BVs) was calculated as described (Lecointre et al., 1994). Briefly, different
numbers of positions (3,000; 6,000, etc.) were randomly drawn from the complete dataset
100 times. RELL bootstrap values (100 replicates) were then computed for each ofthe 100
samples and for each size fraction (site-wise likelihoods were not recomputed for each
sample for obvious computation time reasons, but are expected to be similar with this large
number of positions; see below). The average of the BV of ail branches for each size
fraction was plotted against its size.

Rernoval offast evolving sites

Fast evolving sites were identffied using a modification of the method proposed by Ruiz
Trillo et al. (1999) and Burleigh and Mathews (2004). Instead of eliminating sites
according to the discrete gamma category to which they most likely belong, they were
eliminated according to their site-wise rates calculated by PAML (i.e., weighted average
rates over ail categories with the weights given by the posterior probabilities of each
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category)on the concatenated dataset for each topology. Sites were then sorted according to
(j) the rates estimated on a given topology or to (ii) the mean of the rates estimated on ail
topologies. Then, fast-evolving sites were progressively removed in steps of 1,000. RELL
bootstrap analyses (1,000 replicates) were performed after each step, and the resulting
values plotted against the alignment size.

The computational burden associated with site removal is only circumvented if the
BVs are computed using the RELL method. However, two important assumptions of this
method may be violated if too many sites are removed: (j) the parameters of the model
estimated on the complete dataset (in particular, branch lengths) should remain similar for
the reduced dataset and (ii) the topological constraints imposed should remain valid. first,
the constraints were verffied afler the removal of 15,000 and 20,000 sites by performing
heuristic analyses with TreeFinder; and second, the parameters and the site-wise likelihoods
were re-estimated on these two datasets. After the removal of 15,000 sites (half of the
dataset) ail constraints are stiil respected, and the results obtained with and without re
estimating site-wise likelihood values are similar (the correlation coefficient between BVs
is 0.86). However, after removal of 20,000 sites, some of the constraints are no longer
supported (e.g., the sister group of apicomplexans and ciliates), and the RELL bootstrap
values obtained before and after parameter re-estimation differ substantially. We thus
stopped after the removal of 15,000 sites in all analyses.

Testingfor saturation

The saturation of the alignments was measured by plotting the number of observed
differences (p distances) against the number of substitutions that are computed as patristic
distances (in our case, derived from the ML tree) using TREEPLOT of the MUST package
(Philippe, 1993; Philippe et al., 1994). Both distance matrices were compared, and the slope
of the graph was calculated using the COMP_MAT program in the MUST package. The
greater the number of inferred substitutions with respect to the number of observed
differences (small slope), the greater the saturation of the data (Jeffroy et al., 2006).

Compositional heterogeneity

The amino acid composition bias of the species in the dataset was visualized by assembling
a 37 x 20 matrix containing the percentage of each amino acid per species using the NET
program from the MUST package (Philippe, 1993). This matrix is displayed as a two
dimensional plot in a Principal Components Analysis (PCA), as implemented in the SAS
program (SAS, 1999). b calculate the overall compositional bias in the data, the Bowker’s
test for compositional symmetry (Ababneh et al., 2006; Bowker, 1948) was applied.
Bowker’s values were calculated for each pair of sequences and the median value was
computed. Large Bowker’s values indicate strong heterogeneity in the dataset, whereas
lower Bowker’s values indicate that the sequence composition is homogeneous (note that
the phylogenetic dependency among ail Bowker’s values is flot corrected for here).
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Two attempts to reduce the potential impact of compositional bias were performed,
by (i) constructing neighbour-joining trees based on LogDet + F pair-wise distances,
calculated with the LDDist per! module (Thollesson, 2004) and using the rate categories
estimated by TREE-PUZZLE; and (ii) recoding the data using the common six groups of
amino acids that usually replace one another (Hrdy et al., 2004). To allow for a general
time-reversible (GTR) matrix implemented in most programs, the dataset was recoded to
four categories instead of six, by combining aromatic (fYW) and hydrophobie (MVIL)
amino acids and coding the rare cysteine as missing data. The four amino acid categories
were named A, T, G and C, respectively, and the parameters of the GTR matrix were
estimated by PAUP. The 2,000 best topologies from the exhaustive search were analyzed
by TREE-PUZZLE with a GTR+F+F4 model. RELL bootstrap (10,000 replicates) analyses
were performed as described above. The constraints were verified after the recoding with
heuristic ML analyses using TreeFinder.

RESULTS AND DISCUSSION

Phylogenomic analyses do flot resolve evety branch

Fig. 1 shows the ML tree based on 143 nuclear protein-coding genes (30,244 amino acid
positions) from 37 eukaryotic species. The monophyly of ail major eukaryotic groups and
the relationships within them are recovered with 100% bootstrap support value (BV) and
are in agreement with current knowiedge of eukaryotic evolution (Baldauf et al., 2000;
Simpson and Roger, 2004), underlining that the use of a large number of genes notably
improves overall statistical support. Only four branches receive BVs below 100%. Among
them, the monophyly of primary photosynthetic eukaryotes or Plantae (green plants,
rhodophytes and glaucophytes) requires special attention. This grouping has already been
suggested based on genomic features and molecular phylogenies of plastid and nuclear
proteins (Cai et al., 2003; Huang and Gogarten, 2006; McFadden and van Dooren, 2004;
Moreira et al., 2000; Rodriguez-Ezpeleta et al., 2005); however, with a particular taxon
sampling (Fig. 1), it only receives statistically non-significant support (64% BV).

Unsupported trees are usually attributed to a lack of phylogenetic information in the
data, suggesting that the addition of more genes or positions will increase resolution
(Bapteste et al., 2002; Rodrfguez-Ezpeleta et al., 2005; Rokas et al., 2003; Saitou and Nei,
1986). Therefore, we studied the variation of ffie BVs obtained for the monophyly of
Plantae with respect to the number of amino acid positions considered. As shown in Fig. 2
(open triangles), the BVs rapidly increase as more positions are added. But when more than
about 10,000 amino acid positions are considered, the BVs attain a plateau, suggesting that
the addition of more data (even of complete genome sequences) will most likely flot lead to
a statistically significant support for the monophyly of Piantae, given this taxon sampling
and this tree reconstruction method. In fact, an alternative grouping, the sister group
relationship of red algae and kinetoplastids (Fig. 2; close circles), displays very similar
behaviour, raising rapidly to a plateau of less than 40% BV.

The shape of the curves obtained in Fig. 2 suggests that the unsupported monophyly
of Plantae is not due to a lack of phylogenetic signal. Rather, it seems as if two competing
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signais exist in the data: one that supports the monophyly of Plantae and another one that
supports a sister-group reiationship between red algae and kinetopiastids.

Coexistence ofphylogenetic and non-phylogenetic signal in the data

$ince kinetoplastids present the longest unbroken branch in the dataset (Fig. 1), the
hypothesis of a LBA artefact as the cause for their ciustering with red algae can be
advanced. To test if the two red aigae (Cyanidioschyzon and Forphyra, both have moderate
evoiutionary rate differences) are differentiy affected by this artefact, two datasets were
created, either inciuding Forphyra or Cyanidioschyzon as the singie representative of the
red aigae. Surprisingly, the use of one or the other red algae has drastic effects on the
outcome. With Forphyra as the sole red algal representative, the BV for Piantae raises from
64% to 99% (Fig. 3a), whereas with Cyanidioschyzon aione, the support for Piantae drops
to 0% and the support for the sisterhood of red algae and kinetopiastids raises to 100% (Fig.
3b). Since we share the view with others that red algae are indisputabiy monophyletic (e.g.,
Ragan and Guteli (1995); see also Fig. 1), one of the two trees in Fig. 3 lias to be wrong.
Because Cyanidioschyzon evolves somewhat faster than Forphyra, our working hypothesis
is that the monophyiy of Piantae observed in Fig. 3a is the product of genuine phylogenetic
signal, whereas the grouping ofred aigae and kinetoplastids (Fig. 3b) is an LBA artefact.

As Cyanidioschyzon evoives oniy 1.25 times faster than Forphyra (Fig. 1), the
radical difference in the resuiting tree topologies (Figs. 3a,b) may seem surprising. We
posit that this can be expiained by the large number of amino acid positions in this dataset.
More than 15,000 amino acid positions (Fig. 3d) are required to recover the sister-group of
Cyanidioschyzon and kinetoplastids with 3V > 95%, suggesting that the non-phylogenetic
signai is weak; however, the phyiogenetic signai for the monophyiy of Piantae is as weak
(Fig. 3e).

Testing the LBA hypothesis using dfferences in taxon sampling

If the grouping of Cyanidioschyzon and the kinetopiastids is due to LBA, this artefact
should be reproduced with other long unbroken branches in this dataset. To explore this
hypothesis, three combinations of taxa were created that induce long unbroken branches.
Starting from the dataset of Fig. 3b, the kinetopiastids were removed and (i)
Saccharomyces was kept as the only representative of the Dictyostelium/opisthokont ciade,
(ii) either Theileria and Fhytophthora or (iii) Flasmodium and Fhytophthora were kept as
the oniy representatives of aiveoiates and stramenopiies, respectively.

In ail cases, only Cyanidioschyzon is attracted to the longest unbroken brandi (Fig.
4). Importantly, Piantae remain monophyletic in these three cases when Forphyra is used
(Fig. $2). This confirms that the grouping of kinetopiastids and Cyanidioschyzon is due to
LBA. $urprisingiy, the grouping of Flasmodium and Cyanidioschyzon receives only 66%
3V (Fig. 4e), whereas the grouping of Theileria and Cyanidioschyzon (Fig. 4h) has 90%
3V. Interestingiy, in a Principal Components Anaiysis (Fig. 5), the amino-acid composition
of Cyan idioschyzon is most simiiar to that of Saccharomyces and kinetopiastids, iess to
Theileria, and ieast to Plasmodium - the species with the most extreme genomic A+T
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content (80.6%). Therefore, even if the two alveolates (Theileria and Plasmodium) have
almost the same evolutionary rate (Fig. 1), the extreme compositional bias in Plasmodium
appears to have an additional effect on the bootstrap support (Fig. 4b,c).

Extracting phylogenetic signal by removingfast evolving sites

Because fast evolving sites are more likely to be saturated and prone to accumulation of
non-phylogenetic signal, a progressive removal of such sites should decrease artefacts
caused by model violations (Brinkmann and Philippe, 1999; Burleigh and Mathews, 2004;
Olsen, 1927; Ruiz-Trillo et al., 1999). We studied the impact ofthe fast sites in our dataset
by progressively removing blocks of the fastest evolving sites.

The estimation of site-specific rates requires the knowledge of a tree topology. To
avoid circularity, we used the best (ML) topology obtained with a dataset that does not
include the red algae (which we cannot place with confidence with all the data). The
experiment was performed on the datasets from Figs. 3h, 4a-c. In three cases, the removal
of the fast evolving sites strengthens the support for the monophyly of Plantae and lowers
the one for the alternative position (Fig. 6a, c, d), confirming that the removal of the fast
evolving sites increases the ratio of phylogenetic to non-phylogenetic signal (Brinkmann
and Philippe, 1999; Brochier and Philippe, 2002). With Saccharomyces as the only
representative of opisthokonts and Amoebozoa, the removal of the fastest evolving sites is
insufficient to recover the monophyly of Plantae, although a small increase in the BV is
observed (Fig. 6b). The number of sites that need to be removed to recover this relationship
is different in each case, which may result from different levels of non-phylogenetic signal
in various datasets.

For the experiments described above, a tree topology without red algae was used to
calculate site-wise rates (to avoid introduction of bias). The procedure is justified in this
special case, where a single taxon is added to an otherwise unquestioned topology, but
should probably not be applied when more complex changes are expected. To test if the
choice of tree topology significantly effects the estimation of site-wise rates, resuits were
compared for the red algae+kinetoplastids (Fig. 3b) and the Plantae topology (Fig. 3a).
When the rates were estimated on the red algae+kinetoplastids topology, the removal of the
fastest evolving sites does not improve phylogenetic accuracy (Fig. $3); in contrast, if the
rates were estimated on the Plantae topology, the removal of even fewer sites than in Fig. 6
leads to recovery of the correct topology (Fig. $4). Evidently, the specific topology used to
estimate the rates heavily influences the results. As a solution to this problem, we propose
to use the mean site-wise rates estimated for a given set of best topologies. In our specific
example, with the 2,000 topologies, results are virtually identical to the experiment in
which a tree without red algae was used (Fig. $5). This “mean rate approach” is an
interesting avenue that deserves further investigation.
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fast evolving sites are mutationaÏÏy saturated and compositionaÏly biased

For each of the non-overlapping windows of 1,000 sites that have been progressively
removed, the mutational saturation and the compositional bias were studied. As expected,
the mutational saturation (grey une in Fig. 7) is tightly correlated to the evolutionary rates,
confirming that the fast-evolving sites are the most saturated. Since the effects of mode!
vio!ations are more evident in mutationa!!y saturated sites, the removal of the fastest
evo!ving sites efficient!y overcomes systematic errors. We a!so measured a we!!-known
source of mode! violation, the compositional heterogeneity arnong lineages. For each of the
successiveiy removed blocks of 1,000 positions, the Bowker’s test for compositional
symmetry was cornputed (black une in Fig. 7). Interestingly, the compositional
heterogeneity is tightly corre!ated with the rate of the sites: the most saturated sites are the
most compositionally biased. Therefore, by removing the fast evo!ving sites, we most likely
overcome systematic enor due to compositiona! heterogeneity. Accordingiy, other sources
of model violations may also be decreased by fast evolving site removal, and this question
deserves further studies.

The effects ofmode! violations

Another kind of mode! violation that may resuit in phylogenetic artefacts is the
heterogeneity of the amino-acid replacement process across sites (Baurain et al., 2006;
Koshi and Goldstein, 2001; Lartillot et al., 2006; Lartillot and Philippe, 2004; Page! and
Meade, 2004). Most sites of a protein show substitutions among a small set of 2 to 4
biochemically equiva!ent amino acids (Miyamoto and Fitch, 1996). However,
homogeneous models inherent!y assume that, under maxima! saturation, ail 20 amino acids
are like!y to be observed at any given site with probabiiities equa! to the equilibrium
frequencies. As a resuit, the probabi!ity of convergence is strong!y under-estimated by
standard mode!s of evolution (Chang, 1996; Felsenstein, 2004).

The site-heterogeneous mixture mode!, CAl (Lartil!ot and Phi!ippe, 2004), was
applied to the various taxon samp!ings previous!y studied. The monophy!y of P!antae was
recovered in a!l but two cases even when Cyan idioschyzon is the on!y red a!ga. In
particular, in two cases where the homogeneous mode! fails (Figs. 4b, c), the inference with
a more comp!ex model is not sensitive to systematic error: when Theileria or Plasmodium
are the only representatives of alveolates, Plantae where supported by a posterior
probability (pp) of 0.98 and 0.85, respectively. Nevertheless, the monophy!y of Plantae was
flot recovered (pp=O) in the presence of kinetop!astids or of Saccharomyces as LBA
attractors. Therefore, site-specffic substitution pattern is not the only cause of the observed
artefacts.

An alternative potentia! source of mode! violation is the non-stationarity of the
amino-acid rep!acement process, known to affect our dataset (Fig. 5). Under a stationary
mode!, where the same amino acid or nucleotide composition is assumed along the tree,
compositiona! heterogeneity may drasticai!y mis!ead phylogenetic reconstruction
(Hasegawa and Hashimoto, 1993; Hendy and Penny, 1989; Lockhart et al., 1992; Phi!!ips et
al., 2004). A!though mode!s have been deve!oped to overcome this violation (e.g. Foster,
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2004; Galtier and Gouy, 1995; Yang and Roberts, 1995; Blanquart and Lartillot, 2006),
they are computationally demanding, and have implementation limitations, and are
therefore of limited value. Other ways to overcome non-phylogenetic signal due to
compositional heterogeneity have been reported, such as the LogDet method (Lake, 1994;
Lockhart et al., 1994) and the RY (Woese et al., 1991) or Dayhoff (Hrdy et al., 2004)
coding for nucleotides and amino acids.

Interestingly, amino acid coding into functional categories has an impact on both
kinds of model violations mentioned above, i.e., compositional effects and the expected
number of amino acids per position. First, it alleviates compositional bias (Phillips et al.,
2004; Woese et al., 1991). for example, Lysine (K) and Arginine (R) are two easily
interchangeable amino acids whose codons differ at a single position (AAR and AGR,
respectively), and that are preferred in AT- and GC- rich genomes respectively. Hence,
coding pairs or groups of amino acids such as K and R as a single character state should
compensate for these biases. Second, the recoding will also alleviate the problem of
hornoplasies that occur in peaked biochemical profiles, by reducing the number of character
states from 20 to 4.

Applied to our dataset, the LogDet method failed to recover the expected tree
topology, and a strong LBA artefact unites alveolates and kinetoplastids to the exclusion of
stramenopiles, a grouping that attracts Cyanidioschyzon. In fact, it has already been
suggested that the LogDet method may fail in the presence of rate heterogeneity among
sites or lineages (Conant and Lewis, 2001). Instead, a modification of the Dayhoff coding
(Hrdy et al., 2004; see Material and Methods) increases the support for Plantae while
decreasing the attraction of Cyan idioschyzon with long unbroken branches (f ig. 8), in all
four cases (Figs. 3b, 4a-c). Importantly, with arnino acid recoding, Plantae monophyly was
recovered with $accharomyces as the only representative of Opisthokonts, when all other
methods failed.

Altogether, the overail pattern suggests that the artefacts observed in this dataset are
mainly caused by a combination of compositional bias and site -heterogeneity that operate
at different levels, depending on the attractor: a site-heterogeneity violation, dominant in
the case of PÏasmodium and Theileria, and possibly compositional bias with kinetoplastids
and Saccharornyces. As discussed above, recoding is efficient in alleviating both sources of
systematic error simultaneously, although it reduces the phytogenetic signal considerably.

CONCLUSION

The common view that using genome-scale datasets is a universal remedy for resolving
phylogenetic questions (e.g. Rokas et al., 2003) is inaccurate. Tree reconstruction artefacts
that are invisible in single-gene phylogenies may becorne dominant in large datasets
(Jeffroy et al., 2006). Depending on the relative contribution of phylogenetic and non
phylogenetic signal, certain genome-scale datasets may either lead to predicting incorrect
tree topologies with confidence, or one or more branches remain unresolved whatever the
data size.
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The identification of ‘misbehaving’ species that contribute an unproportional
fraction of non-phylogenetic signal is possible through variations in taxon sampling.
Removal of these species from the dataset lias been common practice to overcome some
phylogenetic artefacts. Alternatively, more general approaches include data recoding,
removal of fast-evolving sites, or the use of more realistic models of sequence evolution.
Yet, current implementations of these procedures will either eliminate much of the
phylogenetic signal, or are impracticable in terms of computational load. In practical terms,
we therefore recommend a combined application of ail methods that will overcome, at
least, some of the well-known types of systematic errors. Evidently, these approaches
cannot address ail kinds of systematic error present in a dataset; for exampie, none of the
techniques applied here detect or overcome heterotachy (rate heterogeneity across sites
through time).

Ultimately, the deveÏopment of more sophisticated models of sequence evolution
that address simultaneously the different kinds of systernatic biases will reduce the
requirement for intense user intervention by making best use of phylogenetic signal.
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FIGuRE 1. Eukaryotic phylogeny based on 143 nuclear-encoded proteins (3 0,244 amino
acid positions) inferred by exhaustive ML analysis with the concatenated WAG+F+f4
model. The same topology is obtained with PhyML, TreeFinder, and MrBayes. Numbers
indicate bootstrap values obtained by analysing 10,000 RELL replicates on the exhaustive
ML analysis. Branches without values are supported by BVs of 100 and posterior
probabilities of 1.0 in the ML (PhyML and TreeFinder) and BI (MrBayes) analyses
respectively, and were constrained in the exhaustive analysis. The scale bar denotes the
estimated number of amino acid substitution per site.
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FIGuRE 2. Bootstrap values for the monophyly of Plantae (triangles) and the sisterhood of
red algae and kinetoplastids (dots), as a function of the number of amino acid positions.
Bootstrap values were obtained by sampling different numbers of positions (3,000; 6,000,
etc) 100 times, and by averaging the RELL bootstrap values (100 replicates) for samples of
the sarne size.
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FIGuRE 3. Alternative topologies obtained as described in fig. 1 when only Poiphyra (a) or
only Cyanidioschyzon (b) was used to represent the red algae. No value above branch
indicates that the corresponding node xvas supported at 100% BV in the ML analyses with
PhyML and TreeFinder, and was constrained in the exhaustive analysis. Grey shaded areas
indicate the alternative positions of red algae. For each dataset, the bootstrap values of the
two alternative positions for red algae were plotted against the number of amino acid
positions (e and d).
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FIGURE 4. Sarne analyses as in Fig. 1, but with selected combinations of taxon sarnplings
that are likely to induce an LBA artefact. In ail cases, only Cyanidioschyzon was used to
represent the red algae, and the kinetoplastids were excluded from the dataset; (a) using
Saccharomyces as the only representative of the opisthokonts and Amoebozoa; using either
(b) Theiteria and Phytophthora, or (c) PÏasmodium and Fhytophthora as the representatives
of alveolates and stramenopiles respectively. No value above branches indicates that the
corresponding node was supported at 100% 13V in the ML analyses with PhyML and
TreeFinder, and was constrained in the exhaustive analysis. Grey shaded areas indicate the
position Cyan idioschyzon.
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FIGuRE 5. Reduced dimensionality plot showing the main principal components of the
global amino acid compositions. The variances that explain the two flrst axes are
respectively 32% and 25%. Grey circles denote the two red algae and black circles are other
relevant species used in previous analyses.
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fIGu1 6. Progressive removal of fast-evolving sites from the datasets of figs. 3b (graph a),
4a (graph b), 4b (graph e) and 4e (graph d). The site-specific rates were calculated with the
best ML topology from which Cyanidioschyzon was excluded. Dotted une represents the
number of parsimony informative positions.
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FIGuRE 7. Amino acid compositional bias and level of saturation observed in blocks of
1,000 positions when progressively removing sites from fast to slow. For each block, the
Bowker’ s test for amino acid composition (black) and the correlation between the observed
differences and estimated substitutions (grey) were performed.
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fIGui 8. Differences in bootstrap support without (WAG+F+f4 model) and with arnino
acid recoding (GTR+F+F4 model). Four datasets including Cyanidioschyzon as the only
red alga were analyzed before (NC) and after the coding (C). Support for the monophyly of
Plantae, grey; mispiacernent ofthe red algae as shown in Figs. 3b (Kineto.), 4a (Sacch.), 4b
(Theile.) and 4c (Plasm.), black.
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Supplementary Figures

Detecting and overcoming systematic errors in genome-scale phylogenies

Rodriguez-Ezpeleta et al.
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FIGURE Si: Correlation between the 10g likelihood values for the same topologies analyzed
with (Y axis) and without (X axis) gamma distributed rates across sites. The trees
correspond to the 1,733 best ranking topologies and 267 others sampled with a step of 500
from the analysis without gamma distributed rates across sites.
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A

FIGuRE $2: Same analyses as in Fig. 1, but using different combinations of taxon sampling
that are likely to induce an LBA artefact. In ail cases, oniy Forphyra was used to represent
the red algae and the kinetoplastids were excluded from the dataset; (A) using
Saccharornyces as the only representative of the opisthokonts and Amoebozoa; (B) using
Theileria and Phytophthora as the only representatives of alveolates and stramenopiles
respectively; and (C) using PÏasrnodiurn and Phytophthora as the only representatives of
alveolates and stramenopiles respectively.
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FIGURE $3: Progressive removal of the fastest evolving sites from the datasets of F igs. 3B,
4A, 4B and 4C. The rates of each site were calculated on the incorrect topology in which
Cyanidioschyzon is attracted to a long branch. Y and X axes refer to bootstrap values (in %)
and number of amino acid positions removed, respectively. Plain une represents the number
of parsimony informative positions.
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FIGuRE S4: Progressive removal of the fastest evolving sites from the datasets of Figs. 3B,
4A, 4B and 4C. The rates of each site were calculated on the correct topology in which
Cyanidioschyzon branches with the Plantae. Y and X axes refer to bootstrap values (in %)
and number of amino acid positions removed, respectively. Plain une represents the number
of parsimony informative positions.
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FIGuRE S5: Progressive removal ofthe fastest evolving sites from the datasets offigs. 3B,
4A, 4B and 4C. The rates of each site were calculated on ail the 2,000 retained topologies
and the mean of the rates for each site was computed. Y and X axes refer to bootstrap
values (in %) and number of amino aeid positions removed, respectively. Plain une
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Phylogenetic Analyses of Nuclear, Mitochondrial, and Plastïd Multigene Data
Sets Support the Placement of Mesostigma in the Streptophyta
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green algai eiass Prasinophyceae (Christetisen I 962). Ultra—
stritel unti stutiies n tue eari’ I 970s retteweti inlerest in lite
Pt’asinoph eeae. whett moqthoiogiealiy simtiar seules wetc
lotllitl on flugellalc i’eprtxiuct ive ccl Is ut algue such as lite
stonewoli (‘hava torallina t Mtesttxip 1 ¶)7t9. Ihat [md been
itnplicaled in the evolution ni emht’vophvtc land plant s
hased oit ultrasiructtti’al flalurcs of tit itosis/c’yloLinests
anti the II agellar itpparal us i Ut ckcll—Heaps and M ateitant
I 972). lite search for u flagellaI e mcm ber o f tue latid plain

I iticage atnotig the rras i ttoph te ilagel laies renta mcd uttsLte —

cesstui uttti I u cruciale ilagellar rtxut systetu with 2 ntulti—
iayei’ed stt’uctures tMLSS) \Vas evenlttaily tlt’sctiheti in
ftic’eoxtig,nci vo’idc’ (Rugers et ai. I 96 I t Meikonian I 963.
I 989), which iittked titis orgattisttt tu bcttit lIta or htieages
ufgt’een plants, the Chiotuphyta (with crltciale ilugeliar ruol
sysletus) atid tlte SI replopitylu (wi tu uni luterai flagel lut pool
syslems anti a MLS ). tue laiter inciuding lite embryophyle
iartd plants (Bretncr et tu. 1987). Because mitny struciurai
ft’atures oC ilie.vosti g/fla, however, resembled tho.se of ollier
pi’asirtopityle flagei lutes sueh as Pvi’c,otintouas, Mesastignta
svas oi’lett regarded as eioseiy ieialecl lu sttch prasittopllyles
t Mocstrttp ttncl Throtidsett 1988; Meikottiatt I 990; Moestrup
1991). attd il s’,as tiol until tuolcettlar phylogetietie anal
yses ni’ ttuciear—eneoded geites (smai I stibutiil $8 LI J rDNA
anti ttetiit; revetticd lite a)’iii iat ion ui Me.sti.qigntct w ith lite

‘liiese atiiliors coiitrihuted equatiy o lins wnrk.

Key isoivIs: t7c’vtvvtInia. Ch/o,okvtnis. p)iylogerioinic’. tison .tilI

piinS, svstem,itic emw. helenuactis.

E—mail:
de.

,iJoI. 11,01. LoI. 2-631:723-—73 I 2(5)7
do, il). t tl’)3/fl,,,II’0’/015I2t5)
A,ts,ince Access mhlicarn,n i)ecerol,cr 16. 2(61(1

‘0 The Auih,,r 2(11(1,. Phhst,td ho 0F,rd tlm,ersi(v l’rcss on hclt,it 11F

(ho S,s,ciy ter Motecular 11,ologv und Lvotuiion, Ail ri5his res’rsed
t-or pcruiissioiis. ptease c’inaii journuI..permissions,ox fi’rljouruuls.org

Streptophyla t Mc’ Ikonian et ai. 1 995; Bhaliaeitarya Cl ai.
199$; Marin anti Meikottiztn 999) that ibis view ehttnged

t l’itt lot u tniciitiotttti laxoiloinie trealtuent tuf Mesastignia.
sec Mttestrttp 2tH)2). ‘lise ittiliai moiceular phyiogenetie
atsai ses reneweti ititeresl itt lhistwganistnttnd sparkeda ilurry
oi furtiter sltiches aittiing In dcienuitse lite “truc” position tu
Mi’.vovrig,itt iii thc’ lece o fi j lit. Ui i fortuttat ciy. dcpettd ing ott
the data set ttseci, eottulieting conclusions were reaehed (fur
reviens, sec Lewis ancl MeCuun 2(1)4; MeCourt et ai.
2(1 i4): witereas phyiogeticlic titaivses baseci oIt cli h imphtsi
ttitci tu iloeitttitdriai genes ttnti gencutttes lcd In Ihe c’ttttei usion
titat Alesnstigitta k lite earliest grecn plant dtvergenee
hntncltittg bci’ttre tue SPI il into the Cii iorophyla anti Slrep—
tophyla (Letttietix ci ai. 2(1)0: l’ttrrtiel, Eitat’a, ci ai. 20)12;
Turrttel. Oiis. ttttcl Leittieux 2(X)2b), otiter sludics tlsiitg
u s ittgIe eh loti iiasI geite )rbcL: Dci svidte et al. 2002) or
a cotttbittaiion of 4 gaies irtttt lite chittt’opiast. itiittieitnn—
ciriai. anti nueicar gettclrltcs 1 Karol et aI. 2(X) I ) cotteludcd
litaI Merosdg,na tcptcscnts lite earhesl divenience wilitin
lite Strepktphyla. itt the meatit inte, tnolecttlar tialtt acettmu—
ialed I bal ievcaied u nutttber ni’ eittbryopityle 1m ils iii Mes—
asti gnui. thits reilttittg ils close aliilottiotl witit otiter
pntsinuphytc flagciialcs (Neticicu et ai. 2006; Petersclt
ci tu. 2(1)6; Sitttan et aI, 2(1)6). ‘lite avaii:tbi ity ui EST tiuta
)‘ront Me,vo.s-tjg,na t Sitntttt et ai, 20(Ki) aflutded lite pussthii—
il)’ Itt perfttritt a iarge —scale tTltl Il igene phy iogenet i e attaiysi s
10 recvaiLiale its pitylogenctic pusilitin. Hetit, ne report
ntu il igene pi lylogeltel i e an:t lyses of large rtueicar, itt un—
eltulitirial, anti ehluruplasl tiala sels. ‘lite pli)’ iogenetic
aiiaI ses b:tsed titi lIte n ueiclr, itt itneitttitd ri ai, auid phtsI iti
tittla sets are etiltsislelti ss’blt (lie eoneittsioti litat Mesosn nia
s u ittember ut the Streptuphyla. Wt’ disctlss possible rca

sons for lite incongrucnec hetweett prcvious studics.

Niateriais aiid Mcthods
Cttisirtit’tioit ni’ the Nuc’lear, Plastid, atid Miloeltnndtial
Dttta Sels

‘i’he nttci cttr data se) is httseci ots ait ttval lubie align I neni
t’i’REEBASE. aeccssiott nttmher SN23 12) ta whieh ES’i’
and trace sequetlees dttwrtioaded l’rom Naiion;tI Cettier
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lor Biolechnology mi rniaiion (hitp://www.nc’hi.nlni.nih.
uov/) Irorri Il1vo.vti(t,i(1 i’iîkk’. SIciç’int’Ikt flIt?CIk’Il(I(flhÏII,
i’olio.v tortc’ri. Stt’neciex,nu.v obliquiv.v. P,rot/u’eo
oit kerhaniii. HcIkosporidiwn si,.,ScI:eijj1ia ditbio,
Ostreococcus taon, Galdienia xtdphuranci. antI Chatitiniis
erisnts were added as clescrihcd (Philippe et al. 2004).
Aniong Ihe V ridiplaniac, the I 5 species wiih ihe largesi
ntunher of uenes sequenced. ihat tCtCSCiit tue titiijot groups
wcre seleeted. Four red algac and 2 glaucophyles were
tisecl tu tout tue tree. Unarnhiguously aligner! sequence
bloeks were extracted with Gblocks tCastresana 2000)
and manuallv verilied.

Potential paralogs wcre identitiecl antI removed as de—
scribed t Philippe et al. 2004). When inclciding ait oriholo—
gotis proteins liai are av a table trom ai lea st I t Ont ut the 2 1
used species, ihe ctata set contains t25 pmteins. totating
29,3 19 ilnhiflo) acict positions. On average. 37% of the amino
aeids are inissing.

1 lie ittitouhoncirtal data set cOflsists nl33 pwteins. a lu
ta! ut 6.622 anhino acid positions. Irom 13 species. inciciding
Oie jakohid RetIuu)oioiuls and 4 wd alcue that were used as
ail oulgroup. flic plastid data set consists cf 5f) plastic!—
encoded proteitis, u total ut I t). 137 ain tu acid positions,
from 2H species, inclucling a glaueophyte and 8 red plastid—
containing etikiirvotes used as an outgroup. In ail. I 3% and
5% ui ihe amint) ueid positions are missing in tlie initochon—
drial anti plasiid data sets. respectivcly. Both data sets were
al igned wi th Cl ti sI alW Thompson ci al. I 994). t t mcd ni an —

ually using MUST (Plulippe 1993), and liltered fwm atnbig—
ttously al ignecl positions wi th G ht ocks (C’astresuna 20(11).

Phvtogenetic Analyses

The eonciit en ated cl ata sets ut nue leu r. mi touhonclr ai,
anti plastid sequences svere analyzed hy maximum parsi—
mony 1 MP) attcl maximum likelihnod (ML). MP analyses
were pertormed using PAUP 4.0 bi t) (Swolïord 2002)
wiili the Tree B iscet ion—Reconneci ion searcli anti If) tan—
dom addition cf speeic. M L analyses wcrc pcrfonucd
using PhyML 2.4 (Guindon and Gascuel 2(1)3) and
TREEFINDER (Johh et al. 20(14) witlt an evoiutionary
mode! consisling of Oie WAG matrix ot aminc) acid suhsti—
t u Ii on (W bel an and (in! cimiin 200!), est i mmcd ami no
acid trequeneies, ancl u gamina distribution split itOu 4 cal—
egones tu nodel the rate hetemgeneity among sites t tVAG +
F + f). TOc reliabilitv ut cach internaI brunch was evaluated
hased on I .00() (MP or 100 (ML) bootsirap replicates.

Because the prohability of getting trapped on a local
maxi mu ni usittg lieu ristic searches i s high wheit large data
sets are used (Salter 2001). sve also perlonned exhaustive
ML atialyses 011 u set of topologies obtained hy constraining
several groups. mn general, groups stipported by I (X)% bout—
strap valttes t BV5) in previotts analyses were constrained.
In sottie cases, hecause eottstraining alt ilie glottps sup—
ptwted al 100% B V w su lied in a ton sm ail set ot topologies,
we Ici sunie of ihem trec (sec intotiTialioti about constrained
groups in lite tigures t. lit mli cases, tOc 3 alternative posi—
tions lot tvIc.wstignia wete exhmtctstivelv testecl. flic con—
siraints allosvecI us tu reduce Oie ntttubcr ut topologies in
he analyzecl tu HI, 405. ancl 67s ftr the nuclear. ptmtsiict,
and mitochunclrtai data sets. respectivelv. Fur each ciatmt

set. the likelihcRxl ut cach topology wmts cmtIcttiated using
Tree-Puzzle (Schmiclt et al. 2(102) with hic WAG + F +
F moclel oit the eoocatenated data set. Sitetvise likehhood
values were caleulaied by PÀML (Yatig 1997) anti useci
10 perlorm RELL bootstrap analyses (Kishino et al. I 990;
Bapteste et aI. 2002) with I t).(t00 replicates tu assess the
stat istieal support for each uocutistraioecl hratich.

Aittino Ac id Coding tu Recluce Compositiotial Bias

Tc rechtce 111e possible impacl tu compositiotial hias,
we recodeci Oie amino acicls into 4 itinctionai groups. in do
tltat . we ti sed Oie sai tic cocl i ng as H rcly eh al. (20(4) bu t
combiner! Oie aromatic Phenylalanine, Tyrosine, aitcl Tryp—
tophmtne f EV W) anti tite tiydtstphohie Mciii ion inc. Val inc.
Isoleucitic, atid Leucine (MVIL) amittu aeids in u single cal—
egoty aticl codect tOc rare cysteine as missitlg data, ibis
aliowecl the tise of mt gencral lime reversibte (GTR) matrix
with 4 character states tmptenientecl in must progrmtms. 111e
p:trmumteters of the GTR matiix were esiintaiecl bv PAUP
ttsing u Neighbcr-Joitiing tree. TOc 3 sets ut topologies
(trou nttcIear. plastid, aticl mitochotidrial chIa sets) svcrc
exhmtusiively anatyzec! hy Tree-Puzzle svith u GTR + F +
F model. RELL hootstrap analyses t I 0,00f) replteates) were
perturnted as described abuse.

Removai cil the Fas-Evolvitig Sites b Reduce the ltiupact
ut Sume 8v stematic Errors

k) recitice Oie itlipaet ut systematic etiors, we etimi—
nated Oie tast-evoivittg sites tP[tihppe, Delsue, et md.
2(1)5). f’o do tltat. we calculateci tue silewise rates by
PAML on ai alignment Ihat tIcs nui cotilain Mesosti,i,’uia
usittg lite ML topotogy toto wltmcit Mu.vostiginti vas
prunecl. Ibis stratcgy was tisecl because tOc phylogenetic
position ut Mesostignia tiiay itit]uencc the eslmtatiott ut
01e sitewise evolutionary rmttcs potentially tuiasing the site
rentovmtl approach (Roclrigciez—Ezpeleta et mtl. 2(1)7). flic
sites were theti sotteci aecording tu their evolutionaiy rates
anti progressive removais ut the iastest stles t I ,000 each
time) wew perfortiled. RELL bootstrap atialyses t 1 .f1)C) wp—
licatcs) sverc’ perfonTled at’ter cadi removai aticl plottedl
agmt in si tOc ai i gtimetht si ze.

Separate Analysis tt) Recluee lite Impact ut Hcterotactiy

Tu rcdtice sestematic errurs due tu rate heterogetiemty
among sites lhroctgh lime (Octerohaehy), we performect sep—
arate atialyses un pteviottsly cletineci partiliotis of the data
set. Tu do lItaI. sve ptoeeecled as ciescribed abuse for ilme
exhaustive analysis but ailowecl brunch lcngmhs, alpha pu—
rmtiiieter ni the gamitia d isi rihittion, and stationary amttuo
acict fwqueticies tc) be estitllated inctcpencIently for each par—
titioti, In orcler il) cvalciatc the pertoroiance ut lIte separate
versus Oie cooeaienatccl t noclci, we usecl Ilie secotucl—orcler
Aka ike In iormam ion Cri tenon tAkmtikc 1973). AlC t H tnvieti
unct ‘Rai 1989): AlC=2IogL+2K+2K() + l)/n -- K -

K beitig the number cf frec parmtmeters ot the mortel antI
n the tldtmher ut positions itt tue ctatmt set. ‘Ilie tiumber
of lice paranicters svas ealcttlatecl as I alpha parameler +
2v -— 3 hraitch lcngths (.v being lite numher cF speeies) atICI
I t) amïno aetd titqticncies.
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fin. I .—I’hyloienetic atialysis ut 125 nuclear—eneiuicd protems. Op—
limai ML tree ohtained hy the analvsis ut 125 coneaiemtted nuclear
encodcd proteins (29.3 19 amino acid positions). Numbers represcnt (in
order) support values ohlaiiied for I .(xl hocrtstnip rephicates in MI’ anal—
‘,ses, 11H) in uncotistrained ML (I’RLIiFIXDLR sud Ph ML), sud 1101K)
iii the cottstntined ML analyses. Xii nurnFrs inilicate Ihat lie hrauch wus
su1i1ioncd h3’ I (X)’, 8V svitli ail inethods. Black dois indicate lie gnhiips

constcamed in ho exhaustive ML malysis. ‘l’ue scie har denoies the es—
lirnalcd tiunther of ainino acid substitutions per site.

Rcsuits
Phylogettelie Analysis Based on Nuelear Gettes

We assembieci a data set of 1 25 ev ni u tionari ly con—
served orthelogous ptoteins (29,319 amino acid positions)
lmm I 5 d ift’erent taxa nt V iridi plantae ancl 4 red algac and 2
glaucophytes as oulgroups k) gain 11101V insight mIt) 111e
phylogenelme position of M. viride. The ML phylogeny in—
ferred from hie coneatenalion ci’ the 125 proteins cleariy
piaeed Meso.vtiçnza mn a sisler—grottp position to 111e 6 0111cr
sireplophyle taxa ineluded in 111e anaiysis t 11g. i ). 1h s p0—
sillon of Mestsrigina is supported hv I ()O’ BVs in ail anal
yses (itg. t ). Almosi ail nocies in tite tree aie wcii resolved
texcept flir t lie 2 iong—hrmittch ihermopiti I e red algae), and
111e overail tree topoiogy agrees weli s’itlt phylogenies de—
rived fr0111 SSU rDNA setiteiice eomparisons (e.g., Marin
anti Mellonman 1999). The amine aeid eocling intO 4 lune—
tmonai groups (le recluce the impact cii eomposttionai bias).
111e remcival o! fast—evolving sites, or tue sepat’ale anaiysis
ot 2 parI il ions (ribosomal anci nonribosotuai proteins ) d id
nul change the lVsulhs Idata nol shosvn).

Phylogenetie Ànalysis Based un Miloehondriai Genes

1’lle clatit set eonslsts (il 33 mttoehoncinon-encoded
onhologous proteins (6,622 amino acid positions) from K
di liw ni taxa of V iridi pla ntae and 4 red mi lgae antI the jako—
hid tiageliahe Ree’Ii,tomoncis as outgroups. flic ML phylog—
eny mn!erred Iront the eolleatenation 01 the 33 proteins again
piaeecl Me.cosdgî,tc, in a stster—group positton 10 the 5 ohiier
streptopltyte taxa ineluded in Ibis analysis ( lig. 2), This po—
SitiOti is, however, only wcakly supported by BVs (no sup
port in MP. 65—X5 BV support in tlle ML I’IREEFINDER
and PhyML) and exhaustive analyses) (11g. 2). Agatn we
note tllal the tree topology 15 nol onlv largely congruent

willl that cf lite nctclear—encucled data set (eonsiciering
ihe cli Ocrent t aXoIl samp li ng ) but ovcral I k ulso not in con—
tiiet wilh several pt’evious single-gene phylogenies. Ont
phylogeny. Itowever, s in conliiel with the phylogenel ic
anaivsis hasecl on milochondrial prolemns presenleci liv
‘l’urmei, Otis. atid Lemiectx I 2t)02h). wlto showeci titat
Mc’sostigniu brai tched ttt tIle bise cif tlle V in cli pi anlae.
To undenstand tItis cliserepnnev. sve clici lite tollowmg adcti—
tioiitI experinlenls (summarizecl 111 111e Sttpplemenlary Ma
tenal onlitte, supplementaiy tigs. Si and 52): I) we reducecl
our ciaIi set 10 the saine prolems usecl hy ‘l’ctrmel. Otis, and
Lemieux (2002b), that is. 4,842 amino acids; 2) we recluced
the taxon sainpiittg ic) the same spccies ttseci tiy these au—
thcws (8 spccies): 3) we reclucecl hoth the nunibcrofptoteins
anti the lux on sampi ing; antI 4) 1mai iy. we anaivzecl ail data
sets witli (supplemetitary 11g. S I) antI withoul tsttpplemen—
lary tig. 52) hakittg rate heletogetleily among sites mit) ac—
cottnt. ‘Flic resctlts of Furmel, 01k, anti Lemieux 1200211)
couic! only lie reprodttcect usiilg Iheir laxon samphng antI
w ithout u sillg a gamma cl SI ri hul ion 10 mode! lhe rate het—
erogene itv antong I illeitges. Appi i ccl 10 oct r original data set,
lite mun mn mtcmd cochrtg itilo 4 lu nclioital groups tir tite sep—
mtrmtte mtnaiysis of 2 partitions t ribosomal attd notirmbcsonial
proteins) cioes net change lie resitits’, however. hite removai
cil’ tast—evoivittg siles iluproves lite hoolslrap support
value l’or tlie placement of Mcsostigmci as sister group et
streptophvtes c97 when hie 1.500 t’astesl evoiving sites

are eitniinated: clitua net shown).

Phylogenetie Atlalysis Baseci on Phtstid Genes

The data set cotisists of 5(1 piaslicl—encodecl ortholo—
gous proteins t ii).! 37 amine acmd positions) from 19 taxa
ni’ Vi rici ipiaitt mte and S e ctkaryot e taxa w 111 recl—aIga I type
plastids antI lhe ghtucophyle CyanoiIttwa ilS oulgroctps.

Ï’he ML trec infert’eci trom the concatetlatmon of the 50 pt’o—
teins places Mcsosrigmci together with the streptophyte ge
nus Chlorokvhus (11g. 3A) with stt’ong support t 1 00Ç 8V in
ail analyses). Me.sosri,t,’mu -1- C’hlm’ckvbiis (MC) emet’ge Lit

tue hase of 111e V triclipiantac wiih iow bootstrap support in
the ML analusis l61—6X- 8V) ancl no sttpporh in the MP
Ltnaiysms. Il’ Chln’okybus was exciucleci ft’om the analysis,

0.1

Cyanidioschyzon

0.1

Fit. 2.--- Ph logenetic attalyses of3S initochotidriai-encodeci proteins.
Optimal M L trot olaained hy Ilie analysis o) 33 eoitcaienaied mitochond na(—
ourdoU proteins 16h22 atnitm ac’id 1xndtions). Soc hgttre I for detaits.
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the support for tue basal positicln 0f Mc’sosrignui inereased
signilicantly in tOc ML analyses (S5—93% BV: summarized
in 113e Supplementaiy Matenal online. suppiementary fig.
S3). 1f Meso.rrigma. however, was cxc lucled from the anal—
ysis ( ht. 38), CI,Itnokvlnts crouped wiih 10e other Strepto—
phyta in a basal position with B Vs of 7592C’ . In ihcse 3
cases. tite 11101110 aeicl codine [lIt) 4 tUllet 011111 Lit0US or the
removal of tasI—evolvine sites did flot chance the resutts
(flot 513f) wn).

Hots ever, these 2 appmache do 11611 OVCreOl3lC lice—
reconstruction arti 6iet s due 10 Ileterotaellv. that h. rate van—
ation aeross sucs Ihrough lime (Lope et al. 2002). which
aie 111051 likeiv piesent in plastid data sets (LocLhart et al.
2( (06). 1131111 atteifipI tt) tic t(C1 heterotachy, we d ivided tOc
data set illIt) 3 funetionai classes: Ininslalion (rihosonial
proteins), RNA polvmenlse (A. B. and B’ suhunits of
tOc RNA poiynlerase). 1111(1 photosynthesis (10e retllainlng
proteins. ail dirccttv in3pllcated in photosynthesis eXeept
2—acetyiCoA carboxylase anti cvloehronle biogenesis pro.
tein). As shown in tigure 4, the dilïerences on the brunch
lenglhs inierred (rom 113e 3 data sets are extreme. In partie—
ular, streptophytcs antI ehiorophytes evolve about 3 limes
lasler willl respect Il) tOc reaining spccies ( net uding Mes—
ostiç’ma antI Chloivkvbus) fi 111e RNA polymerase clati set
antI flot in 10e 0113cr 2. As expeetecl. il3lportant clifterenees in
111e B V for 113e pOsition ot MC are obserued Wheil analyzitlg
these tree data sets ifidepetlddntly (table I ). The ttllnSlation
(111111 set f2, I 99 amiflo aeid positions) supports tOc place—
filent ol MC in the Streptophyta with 96 BV. tvheitas
113e support for tOc salue relatiollsllip is nonexistent 5Vflll

the RNA polvnierase data set t I ,49 111111110 acid positions).
Albeit heing 111e Iargest (6,449 11111mO aeid positions). [0e
photosynthesis data set does 1101 clisenminate 11131011g 111e

3 alternatives.

A way b red uce 11111 tael s due 10 heterot aehoti s hehatv—
ors is 10 use n separate model (Yang I 99ft Kolaezkowski

anti Thornton 2004). However. n fully separate analysis
cotisidering tndependent pararneters for eaeh 013e of t13C
51) proleits oniy slightly deereases tOc support for 111e prob—
ahly illcorreet basal positioti of MC. 111 lad, tilere are ton
many free parilllleters (3,650) in lOis nlodel, antI 10e AIC
(table I) iIitlieatCs 111111 il i5 10e 011e 111111 worst lits tOc data.
in eonlrast. when 0111v 3 partItions (transianon. RNA polv—
nterase, 1111(1 pllotosvllthesis) are considered, only 146 11(1—
dit ional paramneters w ith respect In 111e eolleatenale lllodel
are lleetled, and 111e lit is better in 11119 case (11101e I . ioter—
estingly. stlppt)rt ft)r the sister group of MC and strepto—

phytes inereases tmm 32% In 57% Witil tOc partially
separale ntodel , iitd i cati 11g 111111 I let erotaehy lLCcou fils al least
111 palt for 10e mispiacenlent of MC in 111e plaslid (111111 sel.

Disetission

‘flic ineollgruetiee belween 2 sitlgie—get3e pllylogenies
cari be 111e result of 1) paralogy (generated by gene dupli—
dation). laterai gene trallstcr, or lineage sorting. 2) stoctlas—

lit’ error. derived iroin tlle Use of ton iew pllvlogeItet cal ty
illtormal ive sites. 1111(1 3) systenlalic error. ansing 111)111 113e
presence of nonpllyIogemlelic sig[3a1 in 10e (111111 that 19 Ilot
accountcd lot i11 tOc Iree—reeonstructiomt modeis emploved
(PhiiIips et al. 2004). Nofipllylogenetic signais mlliflly tic—

rive trom variable evol utiollary rates ac ross 1 illeages iead—
ing 10 the weii—knowti iot3g—brafieh attraction (LBJ\)
11111 tael. Ode mogelleotls Il tieleot itt e/amimlo acid domIlposil ions
ieid 111g to arti Iieiai alt rad 1011 01111X11 svith 111e sanie bias, anti
ileterogetleity of 113e evolutiot3ary rate of 11 giveti posil ion
ti3rough tIltic, tl3at is. heterotael3y (POliippe, Deisuc. et ai.
21X)5).
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ho. 4,—l’ltvlc enetic trees ohtained rom •1 sub as s) tise pLtoid data set. optimal ML lrees oblained hy the analysis o the transialion (A). plus—
tosyntlsesi, (B). attd RNA sols nenise data secs )C). Nunihers ivpteseslt sUppoli values for lie posiliolI o) MCSs’SFiiuia aiid (7ilorokvbus ohtained k;r I (X)
txsutslnip replicates itt ustcoit,traiited (TREEFIND[iR ) (abuse) attd 10.1)0)) iii lIte onstraincd M L anals ses C belon I. 111e seule bar denotes lIte estiniaicd
ntsmber ni san no oeil snhstii ut ions per site.

Fhe exletu ol 10X00 samplini2 ntay also ttccottnl for in—
congruence helweett dificrenl phylogenies. Etupirteal cvi—

dence fe.o., Brinkrnann et al. 2005: Philippe, Lariilioi. cl ai.
2005) argIles for u rich taXon sampling phylogenetic
analyses heeause this enithies beller detect (317 ot tuai—
tipie sttbstitutions and thus recognilion tif LBA artifaets
(Feisenstein t 97X; Hendv anti Penny 19X9). Sometimes.
however, the nunther of extant iineaees is extremely sparse
and it ma)’ neyer he possible to attain o rieh or hataneecl
taxon sampiing.

Previous single—gene/ftw—gene phyhigetlctie analyses
ttying 10 assess the pitylogenelie position of Mcsostignie,
may have suffercd from SOI77C Ut ait 111e above problems
01701 yieided conflicting resuils. Given these restrictions.
lite conclusions trom ihese analyses are ollen contradictory
and somewhai Iinnted. Phylogenies hascd on 111e nuclear—
etlcoded SSU rDNÀ (Meikontatl et aI. 1995 Marin anti
Meikonian 1999) and aelin—codm2 cenes t Bhattacharya
et ai. t 99X) suges1ed the divergence of Me.vosnt,’isic, al
the hase of the S t reptophvl u, although the hasal cli versiences
withiti the Streptophyta retnained unresolved. Phylogenies
derived front plastid-eneocled genes tre tncongttlent. 111e
coneatenation of the 2 plaslid—eneoded rRNA gelles te—
porled phylogeti ieS 11701 cOItsislettl Iy plitced M’.vox!i,t,’nui

al the hase ni 01e Chlorophyta and Streptophyta (Tunnel,
Eltara, cl al. 2002). whereas phylogenies hased on tue ,bcL
siene or on 4 oenes Irom 111e 3 sienomes (atpB and rhcL frotii
117e plasticl genome, nad5 from the mitochondrial genome,

IaI)Ie 1
Bootstrap Support Valtws Obtained ,sitli Dillerent Data Secs
tor the 3 Alternative l’osilions of Mexo.sÏigma and Ch!orokvhus
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and SSU rDNA from tlic nuclear tenome) placecl Meso
stigmu at ihe hase of tOc Streptophyta (Karol et itt. 2(1)1;
Deiwiche et al. 2002).

Phylocenoniies, tOc genome—scaic approach 10 phylo—
oenctic inference, is thottaht 10 overcome tOc limitations of
single—gene pltylogenies by combining many genes and iiI—
timately cornplete genomes (Philippe. Delsuc, et al. 2005).
The u se o f large cia La set s theoret icai Iv oveleomes incongru —

ente because sucli data Sets teduce the impact of stochastie
elTor when more and more genes are consiciettd. Several
einpirieal studies have conlirmed these predictions (e.g.,
Qiu cl al. 1999: Maclsen et aI. 2001; Bapteste et al.
2002); however, conliictint resuits have also emeriiecl
fsuch as the question of the monophyly ot 10e Eeclysocoa.
Lophotrochozou, and Protostomia; sec POil ippe, Lart illot,
et ai. 2005). Systematie error, causcd hy tOc presence of
nonphylogenetie sionals in the data, is flot expected tf) dis—
appear with tOc addition of data hecause, unlike stochastic
error, (t does flot average out OVef sites. If nonphylogenetic
signal is suong enough. it vil I cause tOc tree—reconstruetion
mcthod b ht inconsistent anci lcad 10 an ineorreci, but sta—
tisticatly strongly supportect Irce (Felsenstein t97X: Phillips
et al. 2(114).

•1• multigene analyses have heen carriccl 0111 tu date
that specitically adctress tOc phylogenetic position oC Mes—
ostigma in t ht V iridiplantae. and both mkr 10 organel le
phylogenoniics. Lentieux et al. (2(1)0) scquenced 10e eut ire
ehioroplast DNA 01 Mesostigoici (11X.360 bp) ancl ana—
lyzed n subset (53) ot the 135 pmteins encoded on the
phistome f 1(1,629 alnimi acici positions) with a t axon
sampl ing t hat containecl 3 Embryophyta and 3 Cli lorophyta
(and Cvaiiophora puradoxa as tOc OU tgroup). 10e tree tu—
pology in winch Mevo.vtigmu divergecl hclbre tOc’ Sttcpto—
pliyta and Chlorophyta Was strllilgly hivoteci over
alternative topologies thit placed Mesostigoia at tOc hase
of cither tOc Streptophyta or 10e Chlorophyta. It must be
noted, however, tOut their taXon sampling svas ver)’ limitcd
and lackeci. lot exampie. other stieptophyte algac. anci only
oiie oUtgroup taXott 51/115 used. Funhientiore. tOc prohibilis—
tic methods usecl (ML analysis uncler tOc JT1’—F mocicl) for
tiec reconstruction asstimed a tiniform rate ui stibstittition.
Add houaI stticl ies ftotn this group increaseci taxon sam—
pling hy acicling comptete plasticl genomes of both strepto
pI iytc algue and Cii lorophy ta (Tu nue 1. Ot is. ancl Lemicu x
2002a: Pombert et ai. 2005, 2006; Tunnel et al. 2005, 200f))
but did flot acldress 10e pltvlogenetic position oC Mesosti,g,na.
Othet ni ultigetie ana lyses using chloroplast pmteins gave
mixed resuils conceming the placement ut Mc’sostigina
t Martin et al. 2002, 2005). In u second upproach. Turmel.
Otis, and Lemietix (2(X)2h) sequenccd tOc mitochondnal
gcilome oC M. i’iride (42,424 hp) ancl analyzecl u stihsct
(19) of tOc 65 proteins encocted on 10e ehonctnome t4.139
ami no aeict positions) w ith a laMai sampl mg tha t contuinect
2 emhryopliytcs and 2 Chlorophvta (puis 3 rccl algae as
otltgroups). TOc trec topology in which Mesostignta diverged
bcftre tOc Stmptophyta ancl Chlorophyta 55’ilS suppoileci hy
8V uf l00Ç( in PROTML, distance, uncl MP analyses asstim—
ini u tinilorin substitution rate across sites. Htwever. when
lute variation aeross sites t X gain itia cilteg(nies) svus t aken
intd) consideration. in M L analv ses t JÏT t nodcl), tOc EV
ciroppecl signiiieantly ancl support for this topolugy was

low (63Ç or 67. exciucling on including invariant sites.
rcsetiveiy).

Rose do tOc nesuits ohtaiited in tOc prescttt study coni—
pare with those previously published’? We have assemblcct
u large nuclear data set (125 prnteins, 29.319 positions)
witO u reasonubte tuxon satTIpli ig t I 5 Vi nicli plant ae. amotig
them 6 streptophytes antI X chlorophytes + Mesostigina).
Phylogenetic analyses, invotving difflient mcthocls of tree
reconstruction antI addrcssing Iikely causes of sstcmutic
error such as ennipositiotial bias uncl fast-evolving sites.
Iead us to conclucle that Mesostigma is an eurly hranchitig
niember of 10e StreptopOyta. Because oniy 017e otlien strep—
tophyte alga Ctostc’riiini) was inclucled in tOc analysis, wc
cunnot yet address 10e relationship hetweeti Mesosrig,na

and other streptuphytes such us CltIt,roLvbus, Kh’hstr—
,nidiwn. or Chaewsphaeridiunt, whieh mtist await tOc gen—
erution ni EST diata lrutii thesc ongatiisms. Similariy, sec
note that early brutiehing ehlorophytes such as Pvrtouinio—
nus f Nakuyatiia et al. 190X) arc st il I laekitig. I n gencral. tOc
resul ts otitained irom ntultigetie analyses of tOc tiucleur data
set corroboraIt eanlier analyses of tiucteur—encocted single
getics (551) nDNA, actin) tOut plucecl Mc’iostignia in tOc
Stixptopliyta.

For tOc mitochondnial diata set. our rcsuits are in uccor—
dlance with tOc nuclear data set but are in conllict with tOc
mitoeltotidriul protein phylogcnv oC Turitici, Ods, and
Lemicux t 20020). Adldit ional analyses adust ing 10e data
set flrom 6.622 to 1.842 amino acict positions) and taxon
samphng (irom 13 tu S taxa) tu) thosc usecl hy lumiel, Otis.
ancl Lemieux (20(120) revealed tOc likely reiisons ior tOc
diserepancy: pour taxuli santphng in tOc ingrotlp (lack of
otlier sttvptophyte algue) as weI I as iii tOc outgroup (uni)’
tOc iong—branch necl algue were choscti) appeuiecl to he re—
sponsihie and tOc nuniber 0f positions used cvas iess impor
tant as long as ti ic rate Octerogeneity ai 11017g I iticuges svas
mudclccl (sec Resuits). However, svhen tio gamma disttibu
tirai svas used, boutstrap support for tOc placement of Mes
ostignlu with tOc stwptupOytcs \V115 aholishecl. This is in
accurclaitce with tOc data cil Tunnel, Ot is. anti Leittieux
(2(X)2t) wOn showed that tOc hootstrap 5tlppoll ton tOc pu—
sitiOti of il.’Ieso.stiginci ut tOc base of tOc Strcptuphyta ancl
Chlorophy’ta wus lowetid svhcn tOc rote Oetcrogeneiuy
atilong lincages seas niucleied. We conclucle tOut die ph)—
Iugciiy of mi tochonctniai protcitis places Mevostignia in
tOc Streptophyta ss’hen taxon sampling is imptoved atid
tOc rate heterogeneity umotig lineuges is mocleleci.

10e phyIogeny clerived frotii tOc plastid data set
tevcals tOut tOc inclusion of Chltrokvbus. wInch strongiy
groups witO Mesovtignma. cteereases tOc boutstrap support
lot tOc basal pos it ioti of Mesostignici in t Oc V iridipi antac
f tig. 3) uncl that cliflerent sumhscts of tOc conmpletc data set
pruvicle ccmnilicting resuits (fig. 4 atid table I ). When tOc trans—
lational proteins arc used. sigmiiticant support lot ttie
plucemetit of Mesostigma and C’hhoikybus (MC) in tue
Strc’ ptophyta is ubtainett t tliis is :ilso trtme lot tOc data sets
with Mesoxtiginu or ChlomkybtLv onty’). wheteus tOc RNA
pnlymerase data set signilicutitly rejects this nelationship
(table I: supplementury tables Si and S2. Supplemetitaty
Material unI 01e). TIns cati he expiai ned by tOc clispropon—
Ii onately tast e volum t iotiary rate tif tOc sI reptophytc
RNA polymeruse. which attracts this group tc) eithcr tOc
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Chlorophyta or ihe outgroup (6g. 4C). Alteit ils large size
6,449 positions) and no apparent evolutionary rate het—
crogeneities (fig. 4B). the plmtosynlhesis data set dcs not
support orre ccl any of the 3 ahernatives(taNe I supplemen
tary tables S I and S2. Supplementary Materiai online). This
lacLolresolttlion iS Iikcly duetotheslow evolutionary rate of
ihese proteins.

flic plastici data set iliustrates tree—reconstruciion arli—
fliets duc to heterotachy (Koluezkowski ancl Thomton
2004). Thcre exlst hihly heterotaehous brunch lcngths
for the different funetional classes ihai cannol he aeknowl—
edged when u single set of braneh lengths ix used to analyze
the eoneatenatiofl of ihe 5t) plastici proteins. As a resuli, an
erroneous topo) ogy (MC itt the tase o green plants) is n—
eovered. Although a separale model n prion delineci hy 3
luttction—t,ased gene part il ions may correct lot heterotacliy.
ihe improvement with respect to concatetlatlon ix only oint—

ginal ([rom 32% in 57% BV for hie sister group of MC and
stieptophytes) This suggesis that even if t he brunch length
differences are exireme hetween the 3 partitions, among—
gene heterotachy is not ihe only cause of systematic error
in this data set t Phi lippe, Zhou . et al. 2005 ). For instance.
changes in the proportion ol variable sites acToss the phy—
logeny within genes. which is the case kir the RNA poly—
nicrase stibunits (Lockhart et al. 2006), inc ttot coiiected hv
the type of separate model we used.

The separate model of the 50 proteins bas n lower lit tO

the data because it implies ntuch mute 6cc parameters. but
only siightly improv ing the likeli honci—noic that pre—
vious studies (Bapteste ci ai. 201)2: Philippe et al. 201)4:
Rcxiriguez—Ezpeleta et al. 2(105) suggested. using an inad—
eq mile Al C approx ii nation (sec Posada and B u ek ley 20( )4),
that the separate mociel svas hetter. lu any case, the dU—
ticultly nI correct y locating Mevovtiç’ma wi th piast ici pm—
teins cunsi it lites flO i nlercst ing case study for testi ng new,
riiore realistic. mociels of sequence evoltition.

Apparently. Mcvostig,na attracts Chlomkvbus in u pu—
s ition in lite trec ihat does flot conloriti tu ils typicai strep—
tophyte traits stteh us u suhapical li agcllar insertion incl
unilateial flagellar tout system in the zoospores. which
arc morphological synapomorphies ol the Streptophyta
tRogers et al. I0(0: Lewis and MeCouil 2004). Given that
the evoiutionary rate of Alesostiginu iS higher than thai of
Ch!omkvbus. this suggesis that the position of Mesostima
iii phylugenctic trees based un piast ici data sets is affccted
hy systematic cnors Acconiing tu ]cf%oy et al. (2006;.
phylogenies haseci on multiple genes can be hiased hy
systemutic errors and shouid be curettilly scruiinized for
possible trec—reconstrtletion erTors. Supporting their conclu
sions. here, we have shown the importance ut the use ut I
probubil istic iuethods that aim tu capture reai substitution
pattenis t Steel 2(1)5 )—in the ni itochondriul data set anti 2)
an increasccl laxon sampling In corrohorate the tesuits—in
the p]ast id anci tu i ochondriul tinta sets.

in conclusion, the inclusion of Mesostiç’,nu in the
Si reptuphy tu. likc ly us ai t curIy brunch i 11g Ii ncage. ix wcuk I
supporieci by the mitochondrial anti piastici data sets but sig—
nilicantl bt’ the nucieardatn set. Tins corroborates excitiHg
recent linclings about land plant—specitic iuolcctilar/
bioeheinicaI traits in iWe.vovtïgma stich as the Gapi/B gene
duplication (Petersen et ai. 2006; Simon et al. 2006).

ptaiti—iy pc pcroxisoina I glycolate uX iciasc S tabetiau anti
Winkler 2005: Simon et al. 2006). ihe bud—induccd
(B!Pl multigene kirnily (NcdcIcu et ai. 2(X)6). anti F—box
lamiiy proteins (Simon et al. 2006). suggcsting that muny
typical emhrvuphyte traits may have cvoived ut the level ut
the uniccliulur anccstor ut thc strcptophytes hck)rc thc tran
sition tu land, presurnuhly when such u liageliate udapteci in
a lreshwatetjbruckish habitai (Sitiion ci al. 2006). TIns
undcrpins thc pivotaI rote ihat Mc’,vostninti i5 likely tu plav
in tue eotlling years as n model tu utiravel the mtricucics ut
ihe cari)’ stcps in the cvolution of strcptophyics.

Supplernentary Material

Figures S l—S3. tables SI anci S2. und thc ulignments
useci are availahie ut Moleculur B johjcv ami Etolution titi—

une thttp://wsvw.tiihc.oxibrdotirnals.org/).
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SUPPLEMENTAL DATA

Supp]ementary tables

Table Si: Bootstrap support values obtained with different datasets for the three
alternative positions of Mesostigma when Chlorokybus is excluded

Complete CON
Complete SEP5O

Complete SEP3

Translation CON

Photosynthesïs CON

RNA pol CON

90
64
62
1$
35
60

5 373,644.57
12 373,941.05
12 370,309.09

Table S2: Bootstrap support values obtained with different datasets for the three
alternative positions of Chlorokybus when Mesostigma is excluded

Number of With With
Basal AICStreptophyta Chlorophytapositions

10,137
10,137
10,137
2,199
6,449
1,489

5
24
26
$2
14
O

O
51
40

Bootstrap support values are based on 10,000 RELL replicates on the exhaustive analysis (see Materials
and Methods). CON, same branch lengths, stationary amino acid frequencies and alpha parameter were
used for the whole dataset; SEP, each protein (SEP5O) or each partition, translation, RNA polymerase
and photosynthesis, (SEP3) was allowed to have its own branch lengths, stationary amino acid
frequencies and alpha parameter. The solution with the highest BV in each case is highlighted in grey.
AIÇ= -2LogL + 2K + 2K(K+fl/n-K-I, where K is the number offree parameters and n, the number of

positions.

Num ber of
positons

10,137
10,137
10,137
2,199

Complete CON

Complete SEP5O

Complete SEP3

Translation CON

Photosynthesïs CON
RNA p01 CON

With
Strepphyta

86
72
8$
97

Basal

12
13
9

With
Chlorophyta

15
3

AIC.

369,911.76
370,266.36
366,664.91

3 0
6,449 43 31 26
1,489 7 34 59

Bootstrap support values are based on 10,000 RELL replicates on the exhaustive analysis (see Materials
and Methods). CON, same branch lengths, stationary amino acid frequencies and alpha parameter were
used for the whote dataset; SEP, each protein (SEP5O) or each partition, translation, RNA polymerase
and photosynthesis, (SEP3) was allowed to have its own branch lengths, stationary amino acid
frequencies and alpha parameter. The solution with the highest BV in each case is highlighted in grey.
A1C= -2LogL + 2K + 2K(K+1)/n-K-1, where K is the number offree parameters and n, the number of

positions.
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Figure Si: Phylogenetic analyses of different mitochondrial datasets taking the rate
among sites variation into account
Maximum Likelihood tree (Treefinder WAG+f+F) obtained by the analy sis of (A) 19
concatenated mitochondrial-encoded proteins (the same as in Turmel et al. (2002a)) and 13
species, (B) 33 concatenated mitochondrial-encoded proteins and $ species (the same as in
Turmel et al. (2002a)), and (C) 19 mitochondrial encoded proteins and $ species (the same
proteins and species as in Turmel et al. (2002a)). Numbers represent support values
obtained by performing 100 bootstrap replicates. The scale bar denotes the estimated
number ofarnino acid substitutions per site.
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Figure S2: Phylogenetic analyses of different mitochondrial datasets without taking
the rate among sites variation into account
The analyses were performed as in Figure Si on the same datasets with the only difference
being that the rate among site variation was flot taken into account.
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figure S3: Phylogenetic analyses of 50 plastid encoded genes exciuding ChlorokybusBest Maximum Likelihood obtained by the analysis of 50 concatenated pÏastid-encodedproteins (10,137 amino acid positions). Numbers represent support values obtained byperforming 1000 bootstrap replicates on the Maximum Parsimony, and 100 bootstrapreplicates on the Maximum Likelihood (Treefinder and PhyML) and exhaustive analyses.No numbers indicate that the branch was supported by 100% bootstrap value with ailmethods. Black dots indicate that the corresponding branches were constrained for theexhaustive Maximum Likelihood analysis. The scale bar denotes the estimated number ofamino acid substitutions per site.
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SUMMARY

Jakobids are a group of flagellate protists that possess the most complete mitochondrial
genome described thus far. They share several ultrastructural features with malawimonads
and a few anaerobic protists. These lineages together with Euglenozoa and heterolobosean
amoebae have been called ‘excavates’. Currently, molecular phylogenies provide no
compelling support for the monophyly of this group, and their relationship to other
eukaryotic lineages is rather contentious. In order to clarify the phylogenetic position of
jakobids and malawimonads, we sequenced a total of 30,000 ESTs from five and two
members of these groups, respectively. Here, we report the first large-scale phylogenies
(based on alignments of 170 nucleus-encoded proteins comprising 40,090 amino acid
positions) that include jakobids and malawimonads. Our analyses show that jakobids
robustly branch with Euglenozoa, a resuit drawing significant statistical support and
independent of taxon sampling. We further observe a sister-group relationship between
malawimonads and jakobids+Euglenozoa after removing from the data set fast-evolving
species, which are known to destabilize otherwise robust phylogenies. We discuss the
implications of our resuits for the concept of ‘Excavata’ and for early eukaryotic evolution
in general.
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INTRODUCTION

Jakobids and malawimonads are free-living, mitochondria-containing flagellates. They are
heterotrophic, commonly observed in freshwater and marine habitats where they feed on
bacteria. The two groups are characterized by distinctive cytoskeletal architecture with two
flagella that emerge near the apical end of the ccli [1, 2]. Four jakobid genera have been
recognized (Reclinomonas, Histiona, Jakoba and SecuÏarnonas), whereas maiawimonads
comprise a single genus (Malawimonas) [1-3]. Jakobids and malawimonads are central to
understanding eukaryotic evolution. In particular, jakobids possess the most bacteria-like
mitochondrial genome known [3, 4]; in contrast, the mitochondrial DNA (mtDNA) of
malawimonads is relatively reduced, with only a few of the extra mitochondrion-encoded
genes seen in jakobids [3, 5]. Jakobid mitochondrial genomes have protein-coding genes
that exhibit Shine-Dalgarno-like motifs for translation initiation; they encode rRNA and
RNase P RNA species having secondary structures that are highly similar to those of their
bacterial homologs [4, 6]; and they contain a complement of genes larger than that of any
other eukaryotic mtDNA. Additionally, they possess genes for bacteria-like tmRNAs [7],
which have not been observed in other characterized mtDNAs. Most strikingly, jakobid
mtDNAs encode four subunits (RpoA-D) of a bacterial-type Œ23t3’a RNA polymerase
(except that Jakoba tibera mtDNA retains only two rpo genes; Burger, Gray and Lang,
unpubiished). In all other eukaryotes studied to date, the mitochondrial RNA polymerase is
a nucleus-encoded T3/T7 phage-type’ enzyme [8]. There is little doubt that the jakobid
mitochondrial rpo genes are derived from the bacterial ancestor of mitochondria [4], and
that this bacterial-type RNA polymerase was replaced by the nucleus-encoded phage-type
version in other eukaryotes. However, whether or not this substitution occurred eariy and
oniy once in eukaryotic history remains uncertain.

Jakobids and malawimonads share several specific ultrastructural features with an
assemblage of amitochondriate eukaryotes that includes retortamonads, Trimastix and
Carpediemonas [1, 2]. Characters unifying these organisms are a ventral feeding groove,
flageilar vanes and other elements of the flagellar apparatus and the cytoskeleton (for a
review, see [9]). Based on these observations, a new supergroup, the ‘excavates’, has been
proposed by adding diplomonads (e.g., Giardia) and heteroboloseans, both of which
possess a feeding groove but lack flagellar vanes, as weli as oxymonads, which lack a
feeding groove but possess most of the other distinctive features of this grouping [9-12].
Finaiiy, some investigators have expanded this supergroup to include eugienozoans (e.g.,
Trypanosoma) and parabasalids (e.g., Trichomonas), based on phylogenies that are,
however, not strongly supported (e.g., [9, 13, 14]). However, euglenozoans and
parabasaiids iack ail of the morphological characters typical of excavates. This leaves us
with a proposed supergroup, ‘excavates’, that is considered by some as ili-defined and
inappropriately named, and by others as a window on eukaryotic origins [9, 15]. Until
unequivocal phylogenetic analyses have resoived these uncertainties, we suggest that the
term ‘excavates’ be discontinued as a formai organismal designation.
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Notably, none of the numerous phylogenetic analyses based on nuclear rRNAs [9, 16,
17] or up to six nucleus-encoded proteins [13. 1$, 19] recover significant phylogenetic
affinities between jakobids and maiawimonads. Similarly, the predicted relationships of
excavate lineages to other main eukaryotic groups are inconsistent and remain unresoÏved
[13, 16-22]. Several factors may be responsible for the lack ofresolution in these molecular
phylogenies, inciuding the inadvertent inclusion of paralogous genes (in the case of
nucleus-encoded proteins), insufficient sequence data and, flnally, systematic error such as
long-branch attraction (LBA) [23-25].

In order to determine the phylogenetic position of jakobids and malawimonads, we
have generated EST data from seven of the eight recognized jakobid and malawimonad
species. The assembÏed dataset includes 170 nucieus-encoded proteins (40,090 amino acid
positions) from representatives of major eukaryotic groups. We present here the first
genome-scale phylogenetic analysis that includes jakobids and malawimonads.

RESULTS

Phylogenetic analyses with the complete dataset

The ML tree inferred from the concatenation of 170 nucleus-encoded proteins (Fig. 1)
shows 100% bootstrap support value (BV) for neariy ail branches, and is congruent with
global eukaryotic phylogenies published earlier. The tree, which was rooted according to a
gene fusion [26, 27], confirms the monophyÏy of several previously proposed super-
ensembles such as Plantae (red algae, green plants and glaucophytes) [2$], and the sister
group relationship of alveolates (apicomplexans, dinoflagellates and ciliates) and
stramenopiles [19, 28-3 01. Notably, jakobids group together with Euglenozoa with 100%
support. In addition, the Approximate Unbiased (AU) test [31] of alternative topologies
significantly rejects any topology that does not support this relationship (Table $1).

The jakobid+Euglenozoa monophyly is also supported by insertions/deletions (indels)
in two genes coding for large subunit ribosomal proteins. Insertions of 3 and 4-5 amino
acids in Rp122 and Rp124A, respectively, are found exclusively in jakobids and
Euglenozoa, but are absent in ail other eukaryotes for which data are available (f ig. 2). The
RpI24A insertion is further absent in Archaea (an archaeal Rpl22 homolog has not been
identifled).

Despite the large number of amino acid positions used. the relative branching order of
malawimonads, j akobids+Euglenozoa, alveoiates+stramenopiles, Plantae and
opisthokonts+Amoebozoa rernains unresolved. The highest, albeit not significant, bootstrap
support (57% 3V) is observed for the association of jakobids+Euglenozoa and
alveolates+stramenopiles, as well as a grouping ofthis ensemble with Plantae (at 58% BV).
Interestingly, the most frequently occurring alternative topology in the bootstrap analyses
unites jakobids+Euglenozoa with malawimonads (41% 3V), piacing them at the base of
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Plantae/alveolates+stramenopiles (41% BV). The AU test does flot discriminate between
the two topologies (Table Si).

Phylogenetic analyses excludingfast-evoÏving species

In order to understand the basis of the conflicting resuits, we created two partial datasets,
one that excludes the fast-evolving Euglenozoa and the other that exciudes jakobids.
Interestingly, removal of Eugienozoa (Fig SiA) unifies jakobids and malawimonads into a
clade (100% BV) emerging at the base of Plantae/aiveolates+stramenopiles (93% BV). In
contrast, removal of jakobids (Fig SiB) attracts Eugienozoa to alveolates+stramenopiles
(98% BV), whiie malawirnonads remain at the base of Piantae/alveoiates+stramenopiies
(98% BV).

In order to create a dataset without fast-evolving species, but inciuding representatives
of ail groups in Fig. 1, we removed ail Eugienozoa except Euglena, and ail alveolates
except the slowest-evolving Toxoplasma and dinoflagellates (Fig. 3). With this taxon
sampling, the monophyly of jakobids+Euglenozoa+rnalawimonads is supported at 91%
BV, and the divergence of this grouping at the base of Plantae+alveolates+stramenopiles
has 94% BV. On the other hand, alternative topologies that do not support the monophyly
ofjakobids+Euglenozoa+malawimonads are not rejected by the AU test (Table $2).

DISCUSSION

Implicationsfor the monophyÏy ofexcavates

Excavates as defined initially by ultrastructural features include retortamonads,
Carpediemonas, diplomonads, Trimastix, heteroloboseans, jakobids and malawimonads [9,
11, 12]. When this hypothesis was tested by molecular phylogenetics, the coherence of
excavates seemed to vanish: some excavates considered typical (e.g., malawimonads) did
flot ciuster with the other members, whereas Euglenozoa, which lacks the distinctive
excavate morphology, joined the group [16, 18-20]. Notably, however, most of these
molecular phylogenies have non-significant support (BV <95%). This lack of resolution
can be explained by the use of limited sequence data (at most six genes), a number
insufficient to resolve the deep aid potentially rapid diversification of early eukaryotes [2$,
29, 32, 33]. In addition, these phylogenies include data from parasitic species (Trichomonas
vaginalis and Giardia lamblia) that have been shown to be extremely fast-evolving and
thereby strongly affected by LBA [27, 34, 35].

Our phylogenetic analysis, which is based on 170 proteins including newly generated
data from (non-parasitic) slowly-evolving taxa (five jakobids and two malawimonads),
places jakobids as a sister group to Euglenozoa beyond any doubt. This relationship
requires no more than 5,000 amino acid positions to reach >95% bootstrap support (Fig.
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$2). Even so, the relationship of jakobids+Eugienozoa to other eukaryotes remains
unresolved. Jakobids associate with maiawimonads only when fast-evolving species are
exciuded (Fig. 3, $1A) and a robust malawimonads+jakobids clade forms only when ail
euglenozoan taxa have been removed from the dataset (Fig. S lA).

It is well known that fast-evolving species tend to mislead phylogenetic reconstruction
by LBA [23, 24]. In particular, the fast-evolving Euglenozoa (specifically kinetoplastids)
are attracted to other long branches in the dataset [25]. It also has been shown that
elimination of long branches ofien improves phylogenetic accuracy (e.g., [25, 36]). We
therefore interpret the inconsistent support for a j akobid+Euglenozoa / malawimonad
relationship as the result of two conflicting signais in the dataset [25, 37]: a genuine signal,
uniting jakobids+Euglenozoa and malawimonads, placing them at the base of
Plantae+alveolates+stramenopiles; and an artifactual non-phylogenetic signal, attracting
j akobids+Euglenozoa towards alveolates+stramenopiles.

Effective ways to overcome systematic error include the removal of fast-evolving sites,
grouping of amino acids into functional categories, and use of more realistic models of
evolution (e.g. the CAT model; [38])[25]. However, applied to our dataset, none of these
techniques provided conclusive results (data flot shown). Therefore, the sister-group
relationship that we suggest here, i.e., jakobids+Euglenozoa with malawimonads, remains
to be confirmed with broader taxon sampling.

Implications for mitochondrial evolution

Jakobids possess the most bacteria-like mtDNA currently known [4]. Through their
phylogenetic association with Euglenozoa, jakobids are now allied with organisms that
have some of the most eccentric mtDNAs yet discovered. For example, trypanosomatid
mitochondrial genomes are composed of catenated networks of ‘maxicircles’ that encode
‘cryptic’ mitochondrial genes and ‘minicircles’ that specify guide RNAs; the latter are
required for decryption of maxicircle-encoded genes by post-transcriptional mRNA editing.
Similarly, the mitochondrial genome of Euglena appears to be organized as a
heterogeneous collection of numerous DNA molecules [3, 39]. Moreover, recent analyses
of another euglenozoan group, Diplonemea, have revealed a unique genome organization,
in which small gene pieces are each encoded on separate circular chromosomes ([40]; Roy
and Burger, unpublished). The sister-group relationship of Euglenozoa and jakobids
demonstrated here implies that their common ancestor had a prototypical bacteria-like
mtDNA, as in jakobids, with members of Euglenozoa subsequently inventing various types
of multi-partite mitochondrial genomes, highly fragmented genes and RNA editing.

Rooting the eukaryotic tree
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The phylogenetic trees presented here are unrooted. This is because the archaeal outgroup
(for which most of the 170 genes used here are available) is too distant to permit us a
reliable inference of the eukaryotic origin (resuits flot shown), 50 that other evidence has to
be sought. For instance, the bacteria-like, mitochondrion-encoded RNA polymerase of
jakobids is substituted by a phage-type, nucieus-encoded enzyme in ail other eukaryotes, a
character that would place the root basal to jakobids (position A in Figs. 1 and 3). Another
story is told by specific insertions in the Rp124A proteins of jakobids and Euglenozoa,
indeis that are absent in ail other eukaryotes and Archaea. Assuming that this insertion has
been gained only once, the root of eukaryotes should be prior to the divergence ofjakobids
and Euglenozoa.

Yet other combinations of rare genetic characters refute the inference that j akobids are
basal, instead placing the root between opisthokonts+Amoebozoa and the remaining
eukaryotes (position B in Figs. 1 and 3). Supporting evidence includes: (i) fusion of the
dihydrofolate reductase and thymidylate synthase genes (which are separate genes in
prokaryotes) in ail eukaryotes except opisthokonts [26, 27]; (ii) fusion of three of the six
genes encoding enzymes in the pyrimidine synthesis pathway, a genomic arrangement seen
only in Amoebozoa and opisthokonts [41, 42]; and (iii) an insertion in elongation factor 1
alpha (EF1a) found only in opisthokonts [43]. Under the assumption that the Ef la insertion
and the gene fusions are primitively absent and have been gained only once, the root of
eukaryotes would be placed between opisthokonts+Amoebozoa and ail other eukaryotes.

These mutually exclusive scenarios for the placement of the eukaryotic foot reiy ail on
the (most parsimonious) interpretation of genetic changes that are (arbitrarily) declared to
be singuiar. Yet, the evolutionary history of any of these traits might be more complex than
has been assumed. For example, the bacteria-type mitochondrial RNA polymerase of the
proto-mitochondriai genome might have been replaced severai times independently during
eukaryotic evolution. Co-existence of the two types of mitochondrial RNA polymerase
genes over a proionged period (as seen, e.g., in the chloropiasts of land plants [44, 45])
would set the stage for multiple independent iosses in different iineages. For gene fusions
and gene insertions and deletions, multiple independent occurrences are as conceivable.

In conclusion, the strong phylogenetic weight usuaiiy assigned to rare genomic changes
is most iikeiy misplaced. These characters are as prone to homopiasy as are sequence
characters (e.g., via convergence or reversion)[46]. We argue that single characters such as
gene absence/presence, indeis and gene fusions are not suited to infer phylogenetic
reiationships, but might rather be used to add support to otherwise robust sequence-based
analyses.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Construction ofcDNA libraries and EST sequencing
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cDNA libraries from five jakobids (Reclinomonas americana, Jakoba libera, Jakoba
bahamensis, Histiona aro ides and Seculamonas ecuadoriensis) and two malawimonads
(Malawimonas calforniana and Malawimonas jakobformis) were generated as described
[47]. Plasmids were purified using the QlAprep 96 Turbo Miniprep Kit (Qiagen), and
sequencing reactions were performed with the ABI Prism BigDyeTM Terminators version
3.0/3.1 (Perkin-EImer, Wellesley, MA, USA). The purified reaction products were
separated and analyzed on an MI BaseStation automatic sequencer. Trace files were
imported into the TBestDB database (http ://tbestdb.bcm.umontreal.calsearches/login.php)
for automated processing, including base calling by PHRED, sequence quality- and vector
trimming, and clustering by PHRAP [48, 49], followed by automated function annotation
using AutoFact [50].

Dataset construction

Data from jakobids and malawimonads, and additional sequences from GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), were added to an existing multiple alignment of protein
sequences [2$] as described earlier [51]. Ambiguously aligned positions were eliminated
with Gblocks [52] followed by manual verification using MUST [53]. Selection of species,
genes and orthologous sequences was performed with SCafoS [54]. Briefty, we chose (j)
species that represent ail major eukaryotic groups for which genomic data are available
from more than one member; (ii) genes that are present in at least 20 of the selected species,
and (iii) among these, the slowest-evolving orthologous sequences. The latter sequences
were identified as described in [55].

Species evolving at acceïerated rates are known to induce tree reconstruction artifacts.
Therefore, taxa were excluded when more slowly-evolving relatives were available (e.g.,
the red alga Cyanidioschyzon merolae; [25]). In the case of fungi, animals and
embryophyte plants, only representative (preferentially slowly-evolving) members were
used. Chimaeras were constructed in some instances either to increase the number of
sequence positions, or to obtain the slowest-evolving proteins (see [54]): Homo (H sapiens,
Mus musculus, C’anis familiaris, Rattus norvegicus), Clona (C. intestinalis, C savignyi),
Strongylocenirolus (S. purpuratus, Hemicentrotus puicherrimus), Ixodidae (Boophilus
microplus, RhiicephaÏus appendicuÏatus, Amblyomma americanum, AmbÏyomma
variegatum), Porphyra (P. yezoensis, P. haitanensis), Leishmania (L. major, L. donovani),
C’ryplosporidium (C. parvum, C. hominis), Toxoplasma (T gondii, Sarcocystis neurona,
Neospora caninum), Theileria (T annulata, T parva), dinoflagellates (Alexandrium
tamarense, Amphidinium carterae, Lingutodinium polyedrum, Karenia brevis) and
Phytophthora (P. sojae, P. ramorum, P. infestans). The dataset contains 170 proteins
(40,090 arnino acid positions). Overall, 29% of the theoretical total number of amino acids
in the alignment were unavailable ( missing data).
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Phylogenetic analyses

Protein sequences were used for phylogenetic analyses. f irst, we performed preliminary
Maximum Likelihood (ML) analyses using TreeFinder [56], with the WAG amino acid
replacement matrix, stationary amino acid frequencies estimated from the dataset, and four
categories of gamma-distributed rates across sites (WAG+F+f4 mode!). Statistical support
was evaluated based on 100 bootstrap replicates.

Because the probability of becorning trapped in local minima is high in genome-scale
datasets [57], exhaustive searches were performed as described earlier [28, 51]. Briefly, the
topology was ‘constrained’ (fixed) for the following well-defined and well-supported
eukaryotic groups: opisthokonts, alveolates, stramenopiles, Euglenozoa, Amoebozoa,
malawimonads, jakobids and Plantae (except for two weakly supported interna! branches,
one each within jakobids and Plantae). The likelihood values of the resulting 93,555
possible topologies were calculated with PROTML, based on the JTT amino acid
substitution matrix without rate-across-site variation to save computer time and memory
(separate JTT+f mode!). From this analysis, the top 1,733 trees (according to their
likelihood vaLues) were selected, plus every 500th subsequent topology for a total of 2,000
topologies. The likelihood values of these 2,000 topologies were then determined using
TREE-PUZZLE with the WAG+F+f4 model. In addition, different combinations of taxon
sampling were analyzed using the same procedures. For more technical details see [25].
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Fig 1. Maximum Likelihood tree obtained with 170 concatcnated nucleus-encoded
proteins (40,090 amino acid positions) from 56 eukaryotic species. Numbers in italics,
support values of Treefinder analysis (100 replicates) with the concatenated dataset and the
WAG+F+F model. Numbers in bold, support values of exhaustive ML analysis (10,000
RELL replicates). The scale bar denotes the estimated number of amino acid substitutions
per site. The tree was rooted between the opisthokonts and other eukaryotes (excluding
Amoebozoa) according to a gene fusion [26, 27]. Encircled A and B indicate alternative
positions of the root (see Discussion).
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Fig. 2. Amino acid insertions specific to Euglenozoa and jakobids. Parts of the amino
acid sequence aligmTlents of Rp124A (A) and Rpl22 (B) are shown. Numbers above the
alignment indicate their position with respect to Homo as reference. Only one or two
representative species per group are included. Euglenozoa and jakobids are highlighted in
light and dark grey, respectively.
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Saccharomyces

Opisthokonts

]AKOBIDS
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MALAWIMONADS

Alveolates

Stramenopiles

Fig. 3. Maximum Likelihood tree for slow-evolving species. The analysis was performed
as in Fig. 1, except for restricting the taxon sampling to slow-evolving alveolates
(Toxoplasma and dinoflagellates) and Euglenozoa (Euglena).

Fig. 3



La position phylogénétique des jakobides et matawimo andines 175

Supplementary Material

Table Si: Likelihood Tests of Alternative Tree Topologies
Rank Tree topology AlnLa AUb

1 ((Op,Am),(Ma,(PI,((Ja,Eu),(St,A1))))); Fig. 1 -15.0 0.692
3 ((Op,Am),((Ma,(Ja,Eu)),(P1,(St,A1)))) 15.0 0.471
14 ((Op,Am),(P1,((Ma,(Ja,Eu)),(St,A1)))) 51 .8 0.105
15 ((Op,Am),(Ma,((Ja,Eu),(P1,(St,A1))))) 46.5 0.055
$7 ((Op,Am),((Ja,(Ma,Eu)),(P1,($t,A1)))) 320.0 6e-45
104 ((Op,Am),(((Ja,Ma),Eu),(P1,(St,A1)))) 329.1 2e-55
270 ((Op,Am),(Ma,(P1,(Ja,(Eu,(St,A1)))))) 420.1 4e-06
Comparison of alternative topologies with CONSEL (Shimodaira and Hasegawa, 2001), inferred from
maximum likelihood analyses of 170 proteins and 54 species. Topology 3 is the best topology wherejakobids,
Euglenozoa and malawimonads are monophyletic; topology 14 shows a different placement for the
jakobids+Euglenozoa+malawimonads clade; topology 15 shows an alternative position for
jakobids+Euglenozoa from that oftopology 1; topology 87 is the best wherejakobids and Euglenozoa are flot
monophyletic; topology 104 shows an alternative position for malawimonads ftom that in topology 87;
topology 270 is the best topology where the monophyly ofjakobids and Euglenozoa is disturbed by a group
other than malawimonads. The following abbreviations are used: Op, opisthokonts; Am, Amoebozoa; Ma,
malawimonads; PI, Plantae; Ja, jakobids; Eu, Euglenozoa; St, stramenopiles; and AI, Alveolata. Significant
values are shown in bold type.
aLog likelihood difference
bAroimate Unbiased test.

Table S2: Likelihood Tests of Alternative Tree Topologies Exciuding Long Branches
Rank Tree topology AlnL AUb

1 ((Op,Am),((Ma,(Ja,Eu)),(P1,(St,A1)))); Fig 3 -52.0 0.975
10 ((Op,Am),(Ma,((Ja,Eu),(P1,(St,A1))))) 52.0 0. 117
13 ((Op,Am),(Ma,(P1,((Ja,Eu),(St,A1))))) 76.5 0.094
16 ((Op,Am),(((Ma,(Ja,Eu)),P1),(St,A1))) $5.0 0.0i2
17 ((Op,Am),(P1,((Ma,(Ja,Eu)),(St,A1)))) 84.7 0.027
29 (Op,(Ma,(Am,((Ja,Eu),(P1,(St,A1)))))) 95.6 0.033
Comparison of alternative topologies with CONSEL (Shimodaira and Hasegawa, 2001), inferred from
maximum Iikelihood analyses of 170 proteins and 54 species. Topology 10 is the best topology wherejakobids,
Euglenozoa and malawimonads are flot monophyletic; topology 13 shows a different placement for the
jakobids+Euglenozoa from that in topology 10; topologies 16 and 17 show alternative positions for
jakobids+Euglenozoa+malawimonads from that topology 1; topology 29 shows an alternative placement for
malawimonads. The following abbreviations are used: Op, opisthokonts; Am, Amoebozoa; Ma,
maÏawimonads; PI, Plantae; Ja, jakobids; Eu, Euglenozoa; St, stramenopiles; and AI, Alveolata. Significant
values are shown in bold type.
aLog likelihood difference
bApproximate Unbiased test
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Fig $1. Maximum Likelihood trec obtained with 170 concatenated nucleus-encoded
proteins but without Euglenozoa (A) or without jakobids (B). Numbers in italics,
support values of TreeFinder analysis (100 replicates) with the concatenated dataset and the
WAG+F+F model (PhyML provided similar results). Numbers in bold, support values of
exhaustive ML analysis (10,000 RELL replicates). The scale bar denotes the estimated
number ofamino acid substitutions per site.
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Fig. S2
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Fig. $2: Evolution of the bootstrap support values for the major groups, as a function
of the number of amino acid positions.
Variable fractions of the complete dataset were randomly drawn 100 times. RELL
bootstrap analyses were then performed on each of the 100 samples for each size fraction.
The average of the bootstrap values for each size fraction was plotted against its size. Y and
X branches refer to bootstrap values (in %) and number of amino acid positions,
respectively.
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1. L’approche EST

L’utilisation de jeux de données à l’échelle génomique avec un grand nombre

d’espèces réduit les erreurs stochastiques et systématiques et s’avère indispensable pour

résoudre la phylogénie des eucaryotes. Une telle approche demande un grand nombre de

séquences génomiques de beaucoup d’espèces. Bien que les génomes complets de 45

eucaryotes ont été séquencés à de jour et que ceux de quelques centaines d’autres sont en

cours’°, les groupes d’eucaryotes les plus obscurs ne sont pas représentés dans cet

échantillonnage. En effet, étant donné le temps et les ressources requis, le séquençage des

génomes complets de tous les eucaryotes est impensable. Il faut donc des alternatives pour

l’obtention de données permettant de réaliser des analyses phylogénomiques incluant un

grand nombre de taxons (Philippe et Telford, 2006).

Parmi ces alternatives, une approche standard et largement utilisée en systématique

est l’amplification par PCR (pour Potymerase Chain Reaction) et le séquençage ciblé de

quelques gènes universels. Par exemple, l’ARNr, les actines a et f3, les tubulines Œ et f3, les

EFia et 2 et les HSP70 et 90 ont été amplifiés pour un vaste éventail de groupes

d’eucaryotes et utilisés pour étudier les relations entre eux. Cependant, il est maintenant

connu qu’une dizaine de gènes ne sont pas suffisantes pour résoudre la phylogénie des

eucaryotes. L’expansion de l’approche PCR à une vaste sélection de gènes est difficile car

elle implique la définition a priori des gènes appropriés (p. ex., minimalement affectés par

la paralogie ou le transfert horizontal) et le développement d’amorces dégénérées pour

l’amplification de chaque gène, ce qui représente un coût considérable en temps et en

argent. Une alternative réalisable et à mi-chemin entre le séquençage de génomes complets

et l’approche par PCR est l’échantillonnage de séquences codantes de plusieurs génomes

par le séquençage d’ESTs (Rudd, 2003). Dû aux différents niveaux d’expression des gènes,

le séquençage d’une fraction relativement petite de transcrits permet d’obtenir un sous-

ensemble de gènes chevauchant entre plusieurs espèces et qui sont, en plus, appropriés

pour la reconstruction phylogénétique (Hughes et al., 2006).

Pour augmenter le nombre de séquences génomiques disponibles pour les groupes

d’eucaryotes considérés dans nos études, nous avons généré des banques d’ADNc d’un

to Selon la base de données GOLD (http://www.genomesonline.org/gold.cgi) actualisée le 4-02-2007
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glaucophyte, de cinq jakobides et de deux malawimonadines. Les séquences obtenues ont

été assemblées en «clusters» et déposées dans la base de données publique TBestDB

(O’Brien et al., 2007), qui contient des ESTs d’un grand échantillonnage de protistes et de

champignons unicellulaires. Le Tableau W montre le nombre d’ESTs et de clusters obtenus

pour chaque espèce ainsi que le pourcentage de protéines retrouvées parmi les 140 les plus

fréquentes du jeu de données de 56 eucaryotes utilisé dans le Chapitre V. Tel qu’illustré par

les chiffres obtenus, il existe une variabilité importante entre les différents organismes au

niveau de la redondance de la banque (nombre de ESTs par cluster). Par exemple, le

nombre de clusters obtenus pour GlaucocysHs, pour Seculamonas et pour M. calzforniana

est presque le même, alors que le nombre de ESTs de Glaucocystis séquencés est

nettement supérieur, la majorité d’entre eux provenant, en plus, de banques normalisées.

Quoi qu’il en soit, le séquençage de quelques milliers d’ESTs a été suffisant pour pouvoir

inclure des séquences de ces espèces dans des analyses phylogénomiques.

Tableau VI t Nombre de EST et de clusters obtenus pour chaque organisme

Nbr. de Nbr. de Pourcentage
Espèce Groupe

ESTs1 clusters2 du jeu test3

Gtaucocystys nostochinearum Glaucophyte 8 745 (67%) 2 831 65%

Reclinomonos americana Jakobide 19 211 (39%) 6 797 83%

Histiona aroides Jakobide 4 168 (o%) 1 763 51%

Jakoba libera Jakobide 5 752 (3%) 2 565 49%

Jakoba bahamensis Jakobide 4 8;2 (o%) 2 286 49%

Secutamonas ecuadoriensis Jakobide 5 418 (o%) 2 217 67%

Matawimonas calforniana Malawimonadine 4 746 (3%) 2 314 64%

Matawimonasjakobformis Malawimonadine 11 001 (i%) 4 505 77%

Nombre d’ESTs de plus que 6o nucléotides une fois que les régions de mauvaise qualité et que la séquence du vecteur aient
été éliminées. Le pourcentage des ESTs provenant des banques normalisées est indiqué entre parenthèses.
Nombre de clusters obtenus à partir de l’assemblage d’ESTs tel que décrit dans O’Brien et al. (2007).

3 Pourcentage des 140 protéines les plus exprimées du jeu de données de 56 eucaryotes présenté dans le Chapitre V.
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2. Implications biologiques sur l’évolution des

eucaryotes

2.1. Une origine unique des plastes

Le test ultime pour confirmer une unique endosymbiose primaire à l’origine des

plastes est la congruence entre les phylogénies basées sur des gènes du plaste et celles

basées sur des gènes de l’hôte (nucléaires et mitochondriaux). Celles-ci doivent supporter

respectivement, la monophylie des plastes par rapport aux cyanobactéries et la monophylie

des trois lignées de photosynthétiques primaires par rapport aux autres eucaryotes.

2.1.1. Support pour la monophylie des plastes

Nos analyses phylogénétiques basées sur la concaténation de 50 protéines (b 334
positions d’acides aminés) de i6 plastes et de 15 cyanobactéries supportent la monophylie

des plastes (VB = 100%). Cette étude est la première à inclure un aussi grand nombre de

gènes d’un vaste échantillonnage de plastes et de cyanobactéries. Pour placer les plastes au

sein de la phylogénie des cyanobactéries, nous avons aussi analysé un sous-ensemble de 26

protéines incluant 13 bactéries additionnelles utilisées pour raciner l’arbre. La phylogénie

obtenue supporte la position basale de Gloeobacter (VB = ioo%) et le placement des

plastes comme groupe frère du reste des cyanobactéries (VB = 91%). Cependant, sachant

que la présence d’un groupe extérieur a généralement un effet négatif ou, au plus, nul dans

l’inférence phylogénétique (Hirt et aï., 1999; Holland, Penny et Hendy, 2003), nous

avançons que la hausse dans la résolution des relations entre les cyanobactéries en

présence d’un groupe externe est probablement due à un artefact de reconstruction

phylogénétique.

Des artefacts de reconstruction phylogénétique comme l’attraction des longues

branches, l’attraction des espèces avec composition nucléotidique similaire ou

l’hétérotachie ont aussi été considérés responsables d’entraîner artificiellement la

monophylie des plastes (Lockhart et aï., 1992; Lockhart et al., 1998). Pour tester ceci, nous

avons réalisé des analyses (j) incluant seulement les espèces à taux d’évolution lent pour

éviter l’attraction des longues branches, (ii) avec la méthode LogDet pour traiter le biais
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compositionnel et (iii) avec un modèle covarion pour traiter l’hétérotachie. La monophylie

des plastes est supportée avec VB = 100% dans tous les cas. Le fait que ce résultat soit

robuste à tous ces tests indique qu’il n’est pas dû à des artefacts d’inférence

phylogénétique. De plus, la monophylie des plastes est aussi supportée par d’autres

évidences non phylogénétiques, comme la présence de gènes codant pour une protéine de

liaison à la chlorophylle de triple hélice et pour les protéines TICiro et T0C34 (voir section

2.1.2.2 de l’introduction). Il existe des évidences pour la présence de TICiio chez les

glaucophytes (Steiner et al., 2005); malheureusement, aucun des deux autres gènes n’a été

trouvé dans les ESTs récemment générés. Ceci rend impossible de déterminer si ces

protéines furent inventées par l’ancêtre des algues rouges et des algues vertes ou par celui

des trois lignées de photosynthétiques primaires.

Des endosymbionts rapprochésExtinction des lignées intermédiaires

Figure 37: La monophylie des plastes et des endosymbioses primaires multiples.

Deux scénarios qui concilient la monophylie des plastes avec des endosymbioses multiples sont présentés. Les

arbres illustrent l’évolution hypothétique des cyanobactéries, incluant les endosymbioses menant aux trois
lignées de plastes (en rouge, vert et bleue). Les lignes discontinues indiquent des événements d’extinction. Les

flèches jaunes indiquent les branches où l’origine des caractéristiques uniques des plastes a pu avoir lieu.

Basé sur la Figure 5 de Stiller, Reel et Johnson (2003)
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Bien que la monophylie des plastes semble être confirmée par les analyses

phylogénétiques et par d’autres caractères indépendants, elle a seulement été testée par

rapport aux cyanobactéries connues à ce jour. D’ailleurs, la monophylie des plastes est tout

à fait compatible avec des endosymbioses primaires multiples de cyanobactéries

différentes suivies de l’extinction des lignées intermédiaires (Figure 37A). Dans un tel cas,

les caractères uniques aux plastes auraient été inventés chez l’ancêtre de la lignée

cyanobactérienne dont tous les descendants sauf les plastes seraient disparus. Également,

la monophylie des plastes peut aussi s’expliquer par des endosymbioses primaires

multiples de cyanobactéries phylogénétiquement rapprochées (Figure 37B) (Stiller, Reel et

Johnson, 2003). Étant dans l’impossibilité de tester ces deux hypothèses avec des analyses

phylogénétiques sur des données du plaste, l’hypothèse d’une endosymbiose primaire

unique doit être confirmée avec l’obtention de la monophylie des cellules hôtes à partir des

données nucléaires et/ou mitochondriales.

2.1.2. Support pour la monophylie des hôtes

Nos analyses basées sur la concaténation de 143 protéines (30,113 positions d’acides

aminés) codées dans le noyau de 34 espèces eucaryotes supportent la monophylie des trois

groupes d’eucaryotes photosynthétiques primaires par rapport aux opisthocontes, aux

Amoebozoa, aux alvéolés et aux straménopiles (BV = 97-98%). De plus, ce résultat est

supporté par l’analyse d’un autre jeu de données (170 protéines de 56 groupes eucaryotes),

qui inclut aussi les euglénozoaires, les jakobides et les malawimonadines. Cependant, il

reste encore à confirmer si les Plantae sont monophylétiques en présence d’autres groupes

eucaryotes pour lesquels des données génomiques n’étaient pas disponibles au moment de

l’analyse : par exemple, les haptophytes, les cryptophytes, les Rhizaria et d’autres membres

des excavés.

Les analyses basées sur des données du plaste et celles basées sur des données du

noyau donnent donc des résultats congruents et supportent une unique endosymbiose

primaire à l’origine des plastes des algues rouges, des plantes vertes et des glaucophytes.

Pour tester si le troisième compartiment cellulaire, soit la mitochondrie, raconte la même

histoire que les deux autres, nous avons réalisé des analyses phylogénétiques basées sur u
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protéines mitochondriales (analyses non publiées”). Dans l’arbre obtenu (Figure 38), les

plantes vertes, les algues rouges et les glaucophytes forment un groupe monophylétique,

mais son support n’est pas statistiquement significatif (VB = 50-62%). Étant donné le

grand nombre de positions nécessaire pour retrouver la monophylie des Plantae avec les

données nucléaires (Figure 3 du Chapitre II), ceci n’est pas surprenant. En effet, avec un

nombre de positions équivalent à celui utilisé pour l’analyse mitochondriale, le support

statistique pour les Plantae dans l’analyse nucléaire est d’environ 30%.

La manque de résolution obtenue dans les analyses adressant la monophylie des

Plantae réalisées auparavant s’explique aussi par le faible nombre de positions utilisé. Par

exemple, l’analyse la plus complète qui inclut les trois lignées d’eucaryotes

photosynthétiques primaires qui a été réalisée jusqu’à date se base sur six gènes nucléaires,

soit 1 938 positions d’acides aminés (Moreira, Le Guyader et Philippe, 2000). Dans cette

étude, la monophylie des Plantae n’est pas statistiquement supportée. Nos analyses sont

donc les premières à supporter la monophylie des trois groupes d’eucaiyotes

photosynthétiques primaires, ce qui, conjointement avec la monophylie des plastes,

supporte un origine unique de ces derniers.

Si nos analyses avaient supporté la non-monophylie des plastes, on aurait conclu que

des endosymbioses primaires multiples sont à l’origine des plastes. Cependant, cette même

conclusion n’aurait pas pu être avancée si les analyses basées sur des protéines nucléaires

ou mitochondriales avaient supporté la non-monophylie des Plantae. En effet, la non

monophylie des organismes portant des plastes primaires pourrait s’expliquer par une

endosymbiose primaire unique suivie de la perte du plaste chez certaines lignées.

D’ailleurs, un tel scénario fut proposé par Nozaki et al. (Nozaki, 2005; Nozaki et al., 2003)

suite au réanalyse du jeu de données de Moreira et al. (2000), dans lequel ils montraient

que l’exclusion du EF2 était suffisante pour que la monophylie des Plantae ne soit plus

supportée. Dans leur modèle (figure 39), ils proposaient une seule endosymbiose primaire

à la base des bicontes suivie de la perte du plaste chez les lignées dépourvues de plaste

primaire. Bien évidemment, nos analyses, avec les espèces qu’elles comportent, ne

supportent pas un tel scénario. Cependant, une telle possibilité doit être tenue en compte

pour des analyses futures incluant d’autres groupes eucaryotes.

11 Ces analyses incluent des séquences non publiques du génome mitochondrial de Cyanophora paradoxe,
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Figure 38: Phylogénie basée sur la concaténation de ri protéines mitochondriales

Arbre de vraisemblance maximale obtenu à partir de l’analyse de la concaténation de ri protéines

mitochondriales (2 298 positions d’acides aminés). Les nombres en italique représentent des valeurs de

bootstrap obtenues par l’analyse de 100 pseudo-répliqués avec PhyML (Guindon et Gascuel, 2003) et le modèle

WAG+F÷f. Les nombres en gras représentent des valeurs de bootstrap obtenues par l’analyse de 10 000

pseudo-répliqués RELL par la méthode séparée. Le présence d’une seule valeur indique que la branche

correspondante fut contrainte pour l’analyse séparée (voir « Experimental Frocedures » dans le Chapitre II

pour plus de détails).
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mises à ma disposition par Franz Lang, Gertraud Burger et Michael W. Gray.
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2.1.3. Relations entre les trois groupes de Plantae

Malgré la grande quantité de données utilisée, les relations entre les trois groupes

d’eucaryotes photosynthétiques primaires n’ont pas pu être résolues avec les analyses

basées sur des gènes du plaste, ni avec celles basées sur des gènes nucléaires. Les

premières favorisent la position basale des glaucophytes (VB = 78%), tandis que les

deuxièmes favorisent la relation glaucophytes + plantes vertes (VB = 74%). Cependant, le

support pour cette relation diminue (BV 40%) quand l’algue rouge Cyanklioschyzon est

exclue de l’analyse, suggérant que la position basale des algues rouges était provoquée par

un artefact d’attraction des longues branches. Selon notre étude, aucune des trois

alternatives pour les relations entre les Plantae ne peut être rejetée. Autrement dit, la

pensé commune que les glaucophytes sont basales dû à leurs caractères primitifs, comme

le peptidoglycane et les carboxysomes, reste encore à confirmer.

Opisthokonta

‘Mclazoa

PÏantae

Grn

Endosymbiosis **

.roIobosca

Hcterokontophyta * *

Apicornplcxa **

CiIiophora

*Glaucophyta

Red AIga *

Figure 39: Hypothèse alternative pour l’évolution des plastes

Hypothèse sur l’origine et l’évolution des plastes basée sur l’analyse de quatre gènes nucléaires de Nozald et al.

(2003). Un astérisque indique la présence de plaste primaire et deux, de plaste secondaire.

D’après Nozaki (2005)
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2.2. Mesostigma est un streptophyte

Les plantes vertes (ou Viridiplantae) se divisent en deux groupes: les streptophytes,

qui contiennent les algues charophytes et les plantes terrestres, et les chlorophytes, qui

contiennent le restant des algues vertes. L’algue flagellée d’eau douce Mesostigma viridae

partage des caractères uniques à chacun de ces deux ensembles et, en conséquence, trois

placements phylogénétiques pour cette espèce ont été suggérés: avec les streptophytes,

avec les chlorophytes et à la base des deux groupes. Au lieu de résoudre la question, les

analyses phylogénétiques n’ont fait qu’aviver la controverse: celles basées sur des gènes

nucléaires supportaient le placement de Mesostigma dans les streptophytes, tandis que

celles basées sur des gènes mitochondriaux et chloroplastiques supportaient le placement

basal de cette espèce (Lewis et McCourt, 2004). Notre étude basée sur 125 protéines codées

dans le noyau de 15 plantes vertes, quatre algues rouges et deux glaucophytes supporte

fortement le placement de Mesostigma avec les streptophytes. De plus, nous avons montré

que les analyses basées sur 50 protéines du plaste et sur 33 protéines mitochondriales sont

congruentes avec ce résultat, en plus de trouver des explications aux contradictions

observées dans les études précédentes.

Nos conclusions ont été récemment confirmées par Lemieux, Otis et Turmel (2007),

le même groupe qui publia en 2000 deux analyses phylogénétiques qui supportaient la

position basale de Mesostigma : l’une basée sur des gènes mitochondriaux (Turmel, Otis et

Lemieux, 2002) et l’autre sur des gènes du plaste (Lemieux, Otis et Turmel, 2000). Cette

fois-ci, ce même groupe de chercheurs a réanalysé le jeu de données du plaste en

appliquant des méthodes pour extraire le signal phylogénétique, comme le retrait des sites

rapides. Tout comme nous, ils concluent au placement de Mesostigma chez les

streptophytes et aux artefacts de reconstruction phylogénétique pour expliquer leurs

résultats précédents (Lemieux, Otis et Turmel, 2007).

Le placement de Mesostigma dans les streptophytes est congruent avec le fait qu’elle

partage plus d’ESTs avec les plantes terrestres qu’avec le chlorophyte Chamydomonas

reinhardtii (Simon et al., 2006) et avec la présence d’une famille multigene et de la

duplication du gène gapA/B, tous les deux spécifiques à Mesostigma et aux streptophytes

(Nedelcu, Borza et Lee, 2006; Petersen et aÏ., 2006; Simon et al., 2006).
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2.3. Les excavés sont-ils monophylétïques?

Grâce au séquençage d’ESTs de cinq jakobides et de deux malawimonadines, nous

avons pu réaliser des analyses visant à déterminer la position phylogénétique de ces deux

groupes de protistes. Les arbres obtenus supportent fortement la relation entre les

jakobides et les Euglenozoa et suggèrent que les malawimonadines sont apparentés à cet

ensemble. Ces résultats ont des implications sur l’origine de la mitochondrie et sur une des

hypothèses les plus controversées de la phylogénie des eucaryotes: l’hypothèse Excavata.

Évidemment, nos conclusions doivent être confirmées par de nouvelles études où sont

présents d’autres groupes d’excavés, les haptophytes, les cryptophytes et le seul grand

groupe eucaryote non inclut, les Rhizaria.

2.3.1. La relation entre les jakobides et les Euglenozoa : la place des

Heterolobosea

Étant donné que nos analyses supportent fortement la relation entre les Euglenozoa

et les jakobides, il est particulièrement nécessaire de tester ce résultat en incluant des

membres des Heterolobosea, un groupe d’excavés pour lequel de séquences génomiques

n’étaient pas disponibles au moment de notre étude. En effet, la relation entre les

Euglenozoa et les Heterolobosea est discutée depuis quelque temps à cause du type

inhabituel de crêtes mitochondriales de forme discoïde partagé par ces deux groupes

(Patterson, 1988). De plus, cette relation est aussi suggérée par plusieurs analyses

phylogénétiques avec plus ou moins de support statistique (Baldauf et al., 2000; Cavalier

Smith, 1998; Nikolaev et al., 2004; Simpson, 2003). L’ensemble Euglenozoa +

Heterolobosea est connu sous le nom Discristata (Baldauf et al., 2000; Cavalier-Smith,

1998).

Des analyses plus récentes basées sur quelques gènes nucléaires suggèrent, mais avec

un support statistique modéré (VB < 85%), que les jakobides pourraient interrompre

l’ensemble Discristata et être apparentés soit aux Euglenozoa, soit aux Heterolobosea, ou

émerger à la base des deux (Edgcomb et at., 2001; Simpson, Inagaki et Roger, 2006;

Simpson et Roger, 2004a; Simpson et al., 2002). La combinaison des analyses précédentes

(Baldauf et al., 2000; Cavalier-Smith, 1998; Simpson, Inagaki et Roger, 2006) et les nôtres
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suggère que les trois, Heterolobosea, Euglenozoa et jakobides, forment un groupe

monophylétique. Maintenant que des données génomiques des Heterolobosea sont

disponibles (http : //genome.jgi-psf. org/Naegri/Naegrr.home.html), des études visant à

résoudre les relations entre ces trois groupes s’imposent.

En supposant que les jakobides, les Heterolobosea et les Euglenozoa forment un

groupe monophylétique, des évidences pour deux des trois branchements possibles entre

ces groupes existent. Premièrement, le fait que les jakobides ne possèdent pas de crêtes

mitochondriales discoïdes, mais tubulaires —Histiorza et Rectinomonas, ou aplaties —

Jakoba (O’Kelly, 1993), suggère que les Heterolobosea et les Euglenozoa sont plus proches

entre eux que chacun l’est des jakobides. Deuxièmement, la relation Heterolobosea +

jakobides, avec les Euglenozoa émergeant à la base, est suggérée par des analyses

phylogénétiques (VB = 69-87%) (Simpson, Inagaki et Roger, 2006; Simpson et Roger,

2004a).

Dans le dessein de trouver plus d’indices quant aux relations entre ces trois groupes,

nous avons vérifié si les insertions communes aux jakobides et aux Euglenozoa trouvées

dans les protéines RFL22 et 24A étaient présentes ou absentes chez l’Heterolobosea

Naegteria gruberi, pour lequel les séquences génomiques sont maintenant disponibles.

Cette espèce présente au même endroit que les jakobides et que les Euglenozoa une

insertion dans la protéine RPL24A, supportant davantage la monophylie des ces trois

groupes, mais n’apportant aucune information au sujet de leurs relations de parenté.

Curieusement, la protéine RPL22 de NaegÏeria ne contient pas l’insertion commune

trouvée dans ses homologues chez jakobides et chez Euglenozoa suggérant une troisième

alternative, soit la position basale des Heterolobosea. En résumé, les indices trouvés

jusqu’à date sont ambigus et ne permettent pas d’émettre de conclusion concernant les

relations entre les Euglenozoa, les Heterolobosea et les jakobides.

2.3.2. La position phylogénétique des malawimonadines

Les malawimonadines possèdent, tout comme les Euglenozoa et les Heterolobosea,

des crêtes mitochondriales discoïdes, ce qui a mené à penser que ces trois groupes étaient

monophylétiques (O’Kelly, 1993). Cependant, cette relation n’est jamais trouvée dans les
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phylogénies moléculaires. Curieusement, jusqu’à date, aucune relation phylogénétique

entre les malawimonadines et un autre groupe d’excavés a été supportée (Archibald,

O’Kelly et Doolittle, 2002; Simpson, Inagaki et Roger, 2006; $impson et Roger, 2004a).

Nos analyses sont donc les premières à suggérer une position phylogénétique pour les

malawimonadines, soit ensemble avec les deux autres groupes d’excavés présents, les

jakobides et les Euglenozoa.

2.3.3. Le future des excavés

Les trois groupes d’excavés inclus dans nos analyses (jakobides, Euglenozoa et

malawimonadines) semblent former un groupe monophylétique. De plus, tel que

mentionné dans la section 2.3.1, il est fort possible qu’un quatrième groupe, les

Heterolobosea, soit inclus dans cet assemblage. Il existe deux autres groupes d’excavés

pour lesquels des données génomiques sont aussi disponibles, soit le parabasalien

Trichomonas et le diplomonadine Giardia. Ces espèces ne sont pas incluses dans les

arbres présentés dans le chapitre y à cause de leur fort taux d’évolution, mais nous avons

quand même fait des analyses additionnelles les incluant. La Figure 40 montre l’arbre basé

sur le même jeu de données que celui présenté dans la Figure 3 du Chapitre V auquel des

séquences de Giardia et de Trichomonas ont été ajoutées. Selon cette analyse, la

monophylie des six groupes d’excavés présents est supportée avec VB = 73%. Évidemment,

étant donné les longues branches de Giardia et de Trichomonas, ce résultat doit être pris

avec précaution. Cependant, il faut prendre en compte que, l’ensemble Euglenozoa +

jakobides + malawimonadines n’évoluant pas à un taux spécialement rapide, l’attraction

entre ce dernier et l’ensemble et Giardia + Trichomonas pourrait être due à du vrai signal

phylogénétique. Si ceci se confirmait, la monophylie d’au moins six groupes d’excavés,

parmi les dix identifiés jusqu’à date, pourrait être conclue.
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Figure 40: Phylogénie incluant les parabasaliens et les diplomonadines

Arbre de vraisemblance maximale obtenu à partir de l’analyse de la concaténation de 170 protéines codées dans

le noyau. Les nombres en italique représentent des valeurs de bootstrap obtenues par l’analyse de 100 pseudo

répliqués avec Treefinder (Jobb, von Haeseler et Strimmer, 2004) et le modèle WAG+F+T. Pour l’analyse

exhaustive, un jeu de 150 topologies fut créé en retenant les 10 meilleures de l’analyse sans Giardia +

Trichomonas et en ajoutant ce groupe partout sauf à l’intérieur des straménopiles, des alvéolés, des Plantae,

des champignons, des animaux, des Amoebozoa, des malawimonadines et des jakobides. Les nombres en gras

représentent des valeurs de bootstrap obtenues par l’analyse de 10 000 pseudo-répliqués RELL.

700, Homo
Clona

0.1 Phytophthora
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Si nos suppositions sont correctes, les dix groupes dits excavés pourraient être

monophylétiques, confirmant ainsi l’hypothèse Excavata. Comment expliquer alors le

manque de résolution obtenue dans les analyses phylogénétiques visant à résoudre les

relations parmi les membres du groupe? Pour quoi la monophylie des excavés serait-elle si

difficile à confirmer? Nos résultats concernant la position phylogénétique des

malawimonadines et des jakobides + Euglenozoa par rapport au reste des eucaryotes ont

en partie la réponse à ces questions. Premièrement, la présence de la longe branche des

Euglenozoa est suffisante pour introduire un artéfact d’inférence phylogénétique qui fausse

les résultats (voir Figure Si du Chapitre V). Pourtant, il existe d’autres groupes d’excavés

dont le taux d’évolution est bien plus haut que celui des Euglenozoa et des artéfacts encore

plus sévères sont attendus. Deuxièmement, même en absence des longues branches

(Figure 3 du Chapitre V), la relation entre le groupe Euglenozoa + jakobides et les

malawimonadines est difficile à retrouver (environ 35 000 positions d’acides aminés sont

nécessaires pour que la VB atteigne 90%). Ceci indique que le signal phylogénétique pour

cette relation est très faible, comme c’est probablement le cas pour d’autres relations entre

les excavés.

3. Implications méthodologiques sur l’inférence de la

phylogénie des eucaryotes

3.1. Construction de jeux de données phylogénomiques

Une des difficultés majeures de l’assemblage de jeux de données pour inférer la

phylogénie des organismes est la paralogie et la xénologie. Les deux impliquent

généralement plusieurs séquences par espèce pour un même gène, certains d’entre elles ne

reflétant pas la vraie phylogénie. Comment choisir, parmi les multiples séquences, celles

qui sont orthologues? Étant donné les limitations des méthodes automatisées de détection

d’orthologues (voir section i.i.2 de l’introduction), des approches alternatives sont

nécessaires. La comparaison de séquences primaires et la sélection de celles qui ont le plus

bas taux évolutif n’est pas un critère valide (Pearson et Sierk, 2005). Tout de même, cette

méthode est couramment utilisée (p. ex., Simpson, Inagaki et Roger, 2006). La Figure 41

illustre un cas dans lequel le choix de la séquence la moins divergente mène à des résultats
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erronés. Il est d’ailleurs possible que les résultats de Simpson et aÏ. (2006) concernant les
relations entre les excavés soient biaisés dû à une mauvaise sélection d’orthologues,

d’autant plus que les gènes utilisés ont plusieurs copies paralogues pour certains groupes
d’euca ryotes.

Poussés par la gravité de l’inclusion de séquences paralogues dans les études visant à

résoudre l’arbre des eucaryotes, nous avons réalisé des analyses phylogénétiques

préliminaires pour chaque gène et sélectionné les séquences manuellement. Nos critères

pour cette sélection ont été les suivants: (j) quand une duplication est basale à tous les

eucaryotes, les deux copies résultantes sont traitées indépendamment (p. ex., les

chaperonnes CCT ci, (3, ô, r, , , O et ); (ii) quand une duplication est unique à un groupe

déterminé (p. ex., les plantes vertes), le groupe de séquences de la copie la moins

divergente et avec le plus d’espèces est choisie; et (iii) quand l’identification d’ orthologues

n’est pas possible, le gène est exclu de l’analyse. Grâce à cette approche fastidieuse, mais

efficace, nous avons réduit considérablement la présence de séquences paralogues dans

nos alignements.

Un autre point crucial lors de la construction de jeux de données phylogénomiques

est la présence de données manquantes, qui ne peut pas être évitée lorsqu’un grand

nombre de gènes de beaucoup d’espèces est utilisé. Les données manquantes sont souvent

— -LEi
Figure 41 t Sélection des séquences ortliologues selon la distance évolutive

Représentation de l’histoire évolutive de deux groupes de paralogues (cx et (3) pour les espèces A, B et C (à

gauche). Dans ce cas, le choix de la copie la moins divergente pour chaque espèce donnerait lieu à un arbre

erroné (à droite).
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considérées un obstacle dans la reconstruction phylogénétique (Wiens, 1998), mais des

études récentes basées sur des données simulées et réelles ont montré le contraire

(Brinkmann et al., 2005; Philippe et al., 2004; Wiens, 2005). Particulièrement, il a été

montré que (j) l’inclusion d’une espèce incomplète pour briser une longue branche réduit

l’artefact d’attraction des longues branches (Wiens, 2005) et (ii) l’exclusion des positions

rapides de quelques espèces (allant jusqu’à 90% de données manquantes pour certaines)

améliore la qualité de l’inférence phylogénétique (Brinkmann et aÏ., 2005). Les analyses

présentés dans le chapitre III supportent davantage ces conclusions car l’utilisation d’une

espèce incomplète (avec 36% de données manquantes; Porphyra) pour représenter les

algues rouges donne des résultats plus exactes que l’utilisation d’une espèce pour laquelle

le génome complet est disponible (Cyanidioschyzon).

Bien que le « netoyage » des alignements, incluant le choix des espèces, des gènes et

des séquences, ait été fait manuellement en partie, nous nous sommes aidés du logiciel

SCaFoS (Roure, Rodriguez-Ezpeleta et Philippe, 2007), qui a facilité plusieurs des étapes

du processus et qui permet aussi de les reproduire automatiquement. Étant donné que

SCafos a été développé au même temps que la construction des jeux de données présentés

ici, ce logiciel est très complet et inclut des solutions efficaces à de nombreux problèmes

rencontrés lors de la création de jeux de données phylogénomiques. Enfin, SCaFoS est un

logiciel qui s’avère spécialement utile pour la création de futurs jeux de données à échelle

génomique.

3.2. Nécessité d’une approche phylogénomique pour

contrer l’erreur stochastique

De façon générale, nos analyses montrent que le signal phylogénétique des relations

entre les groupes eucaryotes est faible. Ceci implique qu’une grande quantité de positions

sont nécessaires pour contrer l’erreur stochastique. Évidemment, le nombre de positions

nécessaires pour trouver un support statistiquement significatif n’est pas le même pour

tous les groupes eucaryotes. En effet, ce nombre est moins élevé si le nombre de

substitutions communes au groupe (longueur de la branche interne) est grand par rapport

au nombre de substitutions accumulées par les lignées individuelles (longueur des
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branches externes), et plus élevé, dans le cas contraire. Autrement dit, le nombre de

positions requis pour trouver un support significatif pour un groupe donné corrèle avec le

ratio branche externe / branche interne du groupe en question (Figure 42). Il faut quand

même noter que d’autres facteurs comme le nombre d’espèces, les biais systématiques et la

quantité de données manquantes peuvent également avoir un effet sur le nombre de

positions nécessaires pour retrouver un groupe donné.

Ces observations expliquent que les analyses basées sur des gènes uniques ne

résolvent pas les relations entre les grands groupes eucaryotes et que la combinaison d’une

multitude de gènes soit nécessaire. Pourquoi la concaténation de plusieurs gènes apporte-

elle un support significatif pour une topologie alors que celle-ci n’est pas supportée
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Figure 42: Ratio branche externe / branche interne et nombre de positions

Pour chaque groupe monophylétique, le ratio entre la moyenne de la longueur des branches externes et de la

branche interne est calculé et comparé au nombre de positions requis pour retrouver ce groupe avec une VB =

95%. Les points ont été ajustés par régression linéaire avec la formule VB = 100 (ie-bx) (Lecointre et aÏ., 1994),

où x est le nombre de positions requis pour que la VB = 95%. Seulement les points correspondant aux groupes

les plus connus sont nommésl2.

12 Ces analyses se basent sur un jeux de données de 141 protéines très similaire à celui présenté dans le Chapitre
II
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significativement par chacun des gènes analysés individuellement? La réponse à cette

question est illustrée dans la Figure 43. Dans ce graphe, si le point rouge est plus haut que

la barre horizontale, le support pour la topologie de la concaténation est supérieur au

support moyen de l’ensemble des meilleures topologies pour au moins un des gènes. En

plus, si le point rouge est plus haut que la ligne verticale grise, cette différence est

significative. Selon la distribution des points rouges dans la Figure 43, on peut conclure

que, pour la majorité des gènes, la topologie obtenue avec la concaténation est mieux

supportée que la moyenne du reste des topologies, mais que ce support est rarement

significatif. In existe donc un support faible mais cohérent dans la majorité des gènes pour

la topologie obtenue avec la concaténation.
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Figure 43: Support faible mais cohérent pour la meilleure topologie

Pour chaque gène (axe des X), la moyenne (trait horizontal noir) et l’écart type (trait vertical gris) des
différences de vraisemblance (A mL) entre les 126 topologies supportées par au moins un des gènes et la

meilleure topologie pour ce gène en particulier sont calculés. Ces valeurs sont comparées avec la différence de
vraisemblance entre la meilleure topologie globale et la meilleure topologie pour chaque gène (points rouges).
L’axe des X représente chacun des 141 gènes, rangés selon leur pouvoir discriminatif (plus élevé à gauche)’3.

13 Voir note 12
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3.3. La phylogénomique augmente le risque d’erreur

systématique

L’erreur stochastique étant surmontée par l’utilisation de jeux de données

génomiques, le problème majeur des futures analyses visant à inférer la phylogénie des

eucaryotes est maintenant l’erreur systématique. Plusieurs études ont illustré la gravité de

ce type d’erreur dans les analyses phylogénomiques. Par exemple, les analyses basées sur la

concaténation de io6 gènes nucléaires de $ et de 14 levures de Phillips, Delsuc et Penny

(2004) et de Jeffroy et al. (2006) montrent une forte attraction artificielle entre les espèces

qui partagent une composition en nucléotides similaire, conduisant à des arbres

significativement supportés mais incorrects. Similairement, l’étude de Brinkmann et aï.

(2005), basée sur 133 protéines de 37 eucaryotes et 6 archées, supporte la position basale

du microsporidien Encephalitozoon (VB = 96%), alors qu’il est bien connu que cette

position est erronée et que cette espèce est un champignon. Ces deux exemples

représentent des cas extrêmes. Premièrement, dans le jeu de données des levures, la

solution erronée est supportée seulement si des méthodes non probabilistes sont utilisées

ou si des nucléotides (où le biais compositionnel est plus évident) au lieu des acides aminés

sont utilisés (Jeffroy et aï., 2006; Philips, Delsuc et Penny, 2004). Deuxièmement, dans le

jeu de données des eucaryotes, l’hétérogénéité du taux d’évolution entre les espèces est

énorme, la branche d’Encephaïitozoon étant de loin la plus longue (Brinkmann et aï.,

2005).

Pour construire les phylogénies présentées dans cette thèse, des méthodes

probabilistes avec les meilleurs modèles d’inférence phylogénétique disponibles à ce jour

ont été utilisées. De plus, les espèces incluses ont des taux d’évolution modérés et les

espèces avec des taux extrêmes, comme Giardia et Trichomonas, ont été généralement

exclues. Cependant, des résultats statistiquement supportés (VB = 10 0%) mais erronés ont

quand même été obtenus. Ceci s’explique par le faible signal phylogénétique contenu dans

les séquences pour certaines relations, requérant, même en absence de longues branches,

plus de 20 000 positions d’acides aminés pour être significativement supportées. En

d’autres termes, même si l’erreur systématique induite par la présence d’espèces comme

Cyanidioschyzon ou les Euglenozoa est faible, elle est suffisante pour contrer l’aussi faible

signal phylogénétique. Une élément de comparaison est le taux d’évolution du champignon
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$accharomyces, qui est plus élevé que celui de Cyanidioschyzon (Figure 1 du Chapitre III).

Comme le signal phylogénétique pour la monophylie des champignons est très fort (illustré

par la longue branche interne du groupe), celle-ci n’est pas disturbée en présence de

Saccharomyces, comparativement à la monophylie des Plantae en présence de

Cyanidioschyzon. En effet, pour disturber la monophylie des champignons une erreur

systématique plus forte (p. ex., celle induite par la présence d’Encephatitozoon) est

nécessaire (Brinkmann et ut., 2005).

Les valeurs de bootstrap ne peuvent pas être utilisées pour détecter les erreurs

systématiques lors des analyse phylogénétiques, car le fait qu’une relation soit supportée

avec VB = 100% ne signifie pas qu’elle est exacte. Des méthodes alternatives sont donc

nécessaires. Par exemple, une approche efficace utilisée dans nos études est de tester la

robustesse des résultats à l’échantillonnage taxonomique, au retrait des sites rapides, au

codage d’acides aminés et à l’utilisation de différents modèles d’évolution. En plus de leur

pouvoir pour détecter les erreurs systématiques, ces approches sont aussi utiles pour les

surmonter. Par exemple, l’utilisation de Porphyra au lieu de Cyanidioschyzon pour

représenter les algues rouges est suffisante pour augmenter la VB de la monophylie des

Plantae de o% à 99%. Les méthodes pour surmonter les erreurs systématiques testées ici

ne sont pas toutes pareillement efficaces pour tous les jeux de données. En effet, chaque

analyse est différemment affectée par les artefacts d’inférence phylogénétique, qui

dépendent du type et de la magnitude des biais accumulés pendant le processus évolutif

ayant donné lieu aux séquences. De plus, les jeux de données sont normalement affectés

par plusieurs types de biais en même temps.

Selon les résultats présentés dans le Chapitre III, le retrait des sites rapides semble

être la méthode la plus efficace parmi celles qui ont été testées. En effet, les sites rapides

sont les plus saturés et donc ceux qui accumulent le plus de biais. Différentes approches

pour identifier les sites rapides ont été utilisées auparavant. La première, nommée 5F

(Brinkmann et Philippe, 1999), consiste à trier les positions selon le nombre de

substitutions à l’intérieur des groupes monophylétiques prédéfinis et à construire de

matrices contenant les positions avec au plus 0, 1, 2, etc. substitutions. Le désavantage de

cette méthode est qu’elle requiert l’identification u priori de groupes monophylétiques et

que ceux ci doivent contenir au moins trois espèces pour que le comptage du nombre de

substitutions soit efficace. De plus, étant la manière de trier les sites si draconienne , les
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matrices avec les positions les plus lentes n’ont pas assez de signal phylogénétique et les

plus rapides contiennent déjà trop de signal non-phylogénétique. La deuxième approche

fut définie par Brinkmann et al. (2005) et consiste à éliminer les séquences évoluant le

plus rapidement pour une espèce donnée. Comme le tri des séquences se base sur la

distance entre les deux groupes qui s’attirent, la connaissance ci priori de ceux-ci est

nécessaire. Cette approche est donc seulement utile dans les cas où les espèces

problématiques sont connues d’avance. Finalement, la méthode utilisée par Ruiz-Trillo et

al. (1999) est similaire à celle que nous avons utilisée. Une des différences réside dans le

fait que, dans leur cas, l’estimation des taux se fait selon la catégorie de la distribution

gamma discrète à laquelle les sites appartiennent, ce qui donne une estimation moins

précise que le calcul d’un taux pour chaque site. La deuxième différence (et la plus

importante) est que Ruiz-Trillo et al. (1999) n’utilisent pas de taux calculés sur des

topologies «neutres» ou sur la moyenne d’un ensemble de topologies. En fait, ils utilisent

une seule topologie qui peut être correcte ou non, tout dépendant de la méthode de

reconstruction utilisée. Comme c’est montré dans notre étude, le résultat obtenu suite au

retrait des sites rapides dépend très fortement de la topologie utilisée pour calculer les

taux. Notre méthode (i) ne requiert pas un nombre minimale d’espèces par groupe

monophylétique, (ii) n’implique pas la définition ci priori des espèces problématiques et

(iii) n’est pas biaisée par la topologie de départ.

Enfin, le retrait des sites n’est pas la panacée. D’ailleurs, cette méthode n’a pas

donnée de résultats satisfaisants dans certains cas. Pour la majorité d’entre eux, les raisons

nous sont inconnues: c’est possible qu’il reste trop peu de signal phylogénétique même

après le retrait des sites rapides ou que d’autres biais non surmontables par cette méthode

existent dans le jeux de données. Ceci semble être le cas pour les analyses de protéines du

plaste visant à résoudre la position de Mesostigma. Ici, la violation du modèle dominante

est l’hétérotachie crée de manière artificielle en concaténant de gènes avec de longueurs de

branches relatives différentes. Cependant, le cas de Mesostigma demeure une énigme car il

n’est toujours pas compris pourquoi la présence de cette espèce ou celle de ChÏorokybus

donnent des résultats si différents. Ce jeu de données représente donc un exemple clair de

la complexité de l’évolution réelle des séquences et de la difficulté des modèles

actuellement disponibles pour la capturer.
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Nos analyses phylogénétiques basées sur un grand nombre de gènes ont permis de

résoudre certaines questions longuement débattues comme la monophylie des eucaryotes

photosynthétiques primaires, le placement de Mesostigma à l’intérieur des plantes vertes

et la position des jakobides et des malawimonadines dans l’arbre des eucaryotes. De plus,

des études approfondies de chacun des jeux de données utilisés ont permis de comprendre

les difficultés rencontrées par d’autres analyses visant à éclaircir ces questions.

En général, la résolution de l’arbre des eucaryotes requiert l’analyse de jeux de

données à échelle génomique afin de contrer le faible signal phylogénétique contenu dans

les séquences. Cependant, utilisée aveuglément, cette approche peut s’avérer hasardeuse.

En effet, l’obtention d’un arbre parfaitement résolu n’ implique pas que celui-ci représente

correctement l’évolution des séquences. Tel que montré par nos études, les artefacts

d’inférence phylogénétique sont aggravés lors de l’utilisation d’un grand nombre de

positions, et peuvent ainsi annuler le signal phylogénétique.

La solution ultime pour contrer les artefacts d’inférence phylogénétique est le

développement de modèles d’évolution qui interprètent correctement les substitutions

multiples. Toutefois, cette tâche n’est pas facile et des approches alternatives sont

nécessaires. Ici, nous avons montré que l’élimination des données les plus saturées

(espèces ou positions) est une méthode efficace pour augmenter le signal phylogénétique et

donc le support pour la solution correcte. Puisqu’elle requiert l’élimination d’un nombre

considérable de données, cette approche est uniquement possible avec des jeux de données

phylogénomiques.

En dernier mot, les études présentées ici ont des implications sur la manière dont la

résolution des branches de l’arbre des eucaryotes devra être adressée.
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