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Résumé : Retracer les relations de parenté entre espéces est un des objectifs fondamentaux de la biologie
évolutive. Depuis les travaux fondateurs de Charles Darwin au 19° siécle, des progrés considérables ont
été effectués afin d’établir un arbre du vivant récapitulant I'histoire évolutive de I'ensemble des especes.
Néanmoins, d'importantes zones d’ombre subsistent. En particulier, les relations de parenté a I'origine de la
classe des poissons téléostéens ont fait I'objet de nombreux débats, et ce depuis plus de 50 ans. La résolution
de cette branche représente un enjeu majeur pour divers domaines de recherche : on recense pres de 30
000 especes dans ce groupe, qui comprend des organismes modeles précieux a la recherche biomédicale,
sur I'évolution, ou en écologie. Nous présentons ici les travaux qui nous ont permis d’élucider cette énigme.
Nous avons pu démontrer que le groupe des « anguilliformes » est plus proche de celui des poissons a langue
osseuse qu’il ne I'est du reste des poissons téléostéens. Pour ce faire, nous avons tiré avantage de nouvelles
données génomiques et de l'utilisation de marqueurs phylogénétiques innovants. En effet, en complément
des méthodes de phylogénie moléculaire classiques qui se basent sur I’évolution des séquences des genes,
nous considérons également I'évolution de I'ordre des génes le long de la molécule d’ADN. Nous discutons des
défis et opportunités que ces nouveaux marqueurs représentent pour le domaine de la phylogénie moléculaire,
et en particulier des possibilités qu'’ils offrent pour réexaminer d’autres positions controversées de 1'arbre du
vivant.
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1. Reconstruire 'arbre du vivant : un objectif ambitieux initié par Charles Darwin

Lobjectif ambitieux de reconstruire I'arbre du vivant, consiste, a terme, a représenter 'ensemble des
8 millions d’espéces vivantes sur un seul et méme arbre évolutif [1] qui récapitulerait leurs relations de parenté
- ou relations phylogénétiques. Dans cet arbre, les feuilles représentent les espéces actuelles, les nceuds leurs
ancétres communs. Etablir un arbre des relations évolutives entre espéces est en premier lieu une facon de
recenser et de classifier la diversité de la vie sur Terre. Larbre du vivant est notamment précieux aux efforts
de conservation de la biodiversité, car il documente de maniere rigoureuse la diversité évolutive du vivant et
permet ainsi de mieux comprendre comment celle-ci est affectée par les bouleversements environnementaux.
En effet, la maniere dont sont réparties les espéces menacées le long de 'arbre du vivant est une donnée
importante pour prédire les branches les plus a risque de s’effondrer et induire les pertes les plus considérables
en termes de diversité évolutive [2].

La premieére esquisse d'un arbre des espéces est attribuée a Jean-Baptiste de Lamarck, des 1809 [3]. C’est
seulement 50 années plus tard que Charles Darwin popularise définitivement le concept d’arbre du vivant,
dans son ouvrage fondateur L'Origine des especes [4]. Nous devons également a Ernst Haeckel de nombreux
termes du domaine de la biologie évolutive; inspiré par les écrits de Darwin, il propose notamment pour
la premiere fois le terme de « phylogénie » [5]. Les premiers travaux phylogénétiques s’appuient sur les
ressemblances anatomiques entre especes pour déterminer leur proximité évolutive. Un siecle plus tard,
la molécule d’ADN est reconnue comme un « document de 'histoire évolutive » : un levier puissant pour
reconstruire les relations entre espéces [6]. En effet, il devient apparent que les mécanismes de modification et
de transmission de 'ADN impliquent que la similarité de séquences d’ADN entre espéces est un indicateur de
leur degré de parenté. S’ensuivent I’avénement de la phylogénie moléculaire, et une amélioration continue des
modeles d’évolution des séquences, permettant d’inférer I'histoire de la vie sur Terre de maniére toujours plus
complete et plus exacte.

Malgré les progres de la génomique et des techniques de séquencage de ’ADN, divers nceuds de la phylo-
génie des animaux continuent aujourd’hui de faire I'objet de débats considérables au sein de la communauté
scientifique [7, 8]. Un des nceuds les plus controversés est probablement celui situé a la base de 1'arbre des
animaux : qui des éponges ou des cténophores ont divergé en premier du reste des espéces animales? Si cette
question anime les débats, c’est en partie parce que sa réponse pourra permettre d’éclairer 1'origine évolutive
des neurones et des muscles. Bien que morphologiquement assez distinctes [9], des cellules neuronales ainsi
que des cellules musculaires sont présentes chez les cténophores et chez la plupart du reste des animaux, mais
sont notablement absentes des éponges. Les différentes phylogénies proposées a la base de I'arbre des ani-
maux impliquent différents scénarios évolutifs concernant I'origine des neurones et des muscles. Par exemple,
I'hypothese « divergence des cténophores en premier » implique soit une origine commune dans I’ancétre des
animaux avec une perte secondaire chez les éponges, soit une évolution indépendante dans chacun des deux
groupes (les cténophores et le reste des animaux). Ainsi, la résolution de ce nceud fournira le cadre nécessaire
pour évaluer ces scénarios évolutifs. Un second défi concerne la position de I'énigmatique ver marin Xenotur-
bella, surnommé « chaussette des mers » aux vues de sa morphologie simplifiée (pas d’ceil, pas de systeme di-
gestif, pas de cerveau). Ce dernier a été alternativement placé avec les mollusques, en groupe frére a 'ensemble
des animaux bilatériens, ou encore proche du groupe des étoiles de mer. Enfin, de par leur impressionnante
diversité, un travail considérable reste a accomplir afin de dresser un tableau complet de I'évolution du groupe
que I'on nomme communément les poissons (poissons a nageoires rayonnées, actinoptérygiens) [10]. Lob-
jectif de notre travail s’est focalisé sur la résolution d’'un nceud récalcitrant situé a la base du plus grand clade
parmi les poissons : celui de I'origine des poissons téléostéens.

2. Cinquante années de débats pour résoudre 'origine des poissons téléostéens

Le groupe des téléostéens regroupe plus de 96 % des espéeces de poissons. Avec au total plus de 30000 es-
péces recensées, il comprend autant d’espéces que les Tétrapodes (Amphibiens, Mammiferes, Oiseaux et Rep-
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Ficure 1 - Position phylogénétique des poissons téléostéens au sein des Vertébrés. Les espéces listées pour illustrer
chacun des trois groupes majeurs (Clupeocephala, Osteoglossomorpha, Elopomorpha) correspondent a celles
considérées dans notre étude, dont celles pour lesquelles nous avons généré de nouveaux génomes (fond grisé). Les
noms scientifiques complets des espéces incluses sont indiqués dans 1’étude originale [12]. (B-D) Différentes
topologies proposées a la base de I'arbre évolutif des poissons téléostéens : topologie Elopocephala [13, 14, 15],
Osteoglossocephala [11, 16] et Eloposteoglossoceephala [17, 18, 19]. Figures adaptées a partir de [12].

tiles) (Figure 1A). Les poissons téléostéens sont subdivisés en trois groupes : les Elopomorphes ou « anguilli-
formes » (tarpon, murene, anguille), les Osteoglossiformes ou « poissons a langue osseuse » (arowana, mor-
myre) et les Clupeocephala, qui regroupent la majorité des téléostéens (poisson zébre, tétraodon, épinoche,
morue, brochet...). On estime que le dernier ancétre commun & ces trois groupes remonte a la période du
Trias, il y a environ 250 millions d’années [11].

La résolution des relations évolutives entre ces trois groupes représente un défi important, auquel se heurte
la communauté depuis plus de 50 ans. Les premiéres études se basent sur des critéres anatomiques et ’analyse
de fossiles. Elles proposent le regroupement des Elopomorphes avec les Clupeocephala (Réf. [15]; Figure 1B),



puis celui des Osteoglossiformes avec les Clupeocephala (Réf. [13]; Figure 1C). Cette question a été par la suite
revisitée avec I'avénement des méthodes de phylogénies moléculaires qui, bien que considérant des quantités
de données de plus en plus importantes, continuent de soutenir alternativement chacune des trois possibilités
existantes pour regrouper ces especes entre elles (Refs. [14, 17, 18, 11, 16, 19]; Figure 1B,C,D).

Plusieurs hypothéses peuvent étre mises en avant pour expliquer les incongruences constatées. Un premier
argument propose que l'instabilité de la position des Osteoglossiformes et des Elopomorphes dans les phylo-
génies reconstruites serait due a leur large sous-représentation (en moyenne 14 fois moins d’espéces incluses
par rapport aux Clupeocephala dans les études précédemment citées). D’autres considérations d’ordre métho-
dologiques pointent la diversité des méthodes employées, et la pertinence des choix techniques effectués pour
modéliser 1'évolution des séquences. Brievement, deux familles principales d’approches sont généralement
employées : (i) la méthode par « concaténation » qui considere 'ensemble des séquences d’ADN en un seul
bloc pour reconstruire directement la phylogénie des espéces; (ii) la méthode par « consensus », qui considere
chaque gene séparément pour reconstruire un arbre pour chacun et en déduire la phylogénie. L'avantage de
la méthode par concaténation est la quantité de données considérée qui maximise le signal phylogénétique,
I'inconvénient est qu’elle repose sur I'hypothése que I'ensemble des séquences d’ADN partagent la méme his-
toire évolutive, une simplification rarement vérifiée dans la pratique. Par contraste, les arbres de géne de la
méthode par consensus sont plus souvent affectés par des erreurs d’inférence dues a un plus faible pouvoir
statistique, mais cette méthode permet de tenir compte d’histoires évolutives distinctes caractérisant diffé-
rentes parties des génomes. Un phénomeéne nommé « tri de lignées incomplet » est le plus souvent respon-
sable de ces histoires évolutives discordantes au sein d'un méme génome. Le tri incomplet des lignées survient
lorsque des différences génétiques préexistantes au sein d’'une population ancestrale (différents alleles d'un
gene par exemple) sont retenues différentiellement dans les espéces descendantes. Par exemple, si deux alleles
A et B d'un méme gene existaient dans la population ancestrale des poissons téléostéens et que chacun des
trois grands groupes avait retenu soit I'allele A soit I'allele B de maniére aléatoire, alors I'histoire évolutive de
la séquence de ce géne ne suivra pas forcément la phylogénie des espéces. Leffet du tri de lignées incomplet
est d’autant plus important lorsque plusieurs groupes d’espéces divergent les uns des autres dans un intervalle
de temps court, comme cela a été le cas a I'origine des poissons téléostéens. Un phénomene biologique éga-
lement susceptible de brouiller le signal phylogénétique est 'introgression : I'occurrence d’hybridation entre
les populations anciennes des trois grands groupes aurait pu mener a des échanges d’ADN entre lignées, apres
leur séparation. Les méthodes consensus modélisent souvent le tri des lignées incomplet, mais rarement 'in-
trogression.

Enfin, un des défis principaux de la reconstruction de phylogénies des poissons téléostéens est lié a leur
histoire évolutive complexe : tous les téléostéens actuels descendent d'un ancétre ayant connu un événement
de duplication compleéte de son génome [20]. En conséquence, de nombreux génes existent en deux copies
dans les génomes de téléostéens, ce qui complexifie I'identification de génes « marqueurs », c’est a dire
comparables entre especes et utilisables pour analyse phylogénétique. Plus précisément, le défi consiste
a discerner les génes orthologues (génes qui descendent de la méme copie du gene ancestral) des génes
paralogues (genes qui descendent de copies dupliquées). Lévénement de duplication qui sépare les génes
paralogues entre eux introduit une discordance entre 'histoire évolutive du géne et celui des espéces. Les
séquences des genes orthologues, quant a elles, refletent directement I'histoire évolutive des especes et sont
donc de bons marqueurs pour reconstruire leur phylogénie.

Bien que les difficultés rencontrées lors de reconstructions phylogénétiques s’expliquent par une combi-
naison de plusieurs des facteurs précédemment cités, I'effet confondant des duplications completes est for-
mellement démontré [21] et a probablement largement contribué aux incongruences dans le cas des poissons
téléostéens. Un paralléle peut étre établi avec la diversification rapide des trois familles principales de Salmo-
nidés dont les relations ont longtemps été ambigués [22], en lien avec un événement de duplication complete
de génome dans leur lignée ancestrale.



3. Une réanalyse a la lumiére de nouvelles données génomiques

En vue de résoudre les relations phylogénétiques a 'origine des poissons téléostéens, nous avons mis
en place de nouvelles analyses, concues pour mitiger les limitations des études précédentes. Dans le cadre
de notre étude, nous avons généré de nouvelles ressources génomiques, notamment pour le groupe des
Elopomorphes pour lequel nous avons séquencé le génome de 7 espéces (Figure 1A). Au total, nous avons
considéré 25 génomes (Figure 1A), en prenant soin de ne pas significativement surreprésenter un groupe par
rapport aux autres : 7 Elopomorphes, 4 Osteoglossiformes, 10 Clupeocephala et 4 Vertébrés non-téléostéens.

La reconstruction d'une phylogénie moléculaire s’articule autour de 3 étapes principales : (i) I'identification
de génes marqueurs, présents et identifiables avec confiance dans tous les génomes considérés (genes ortho-
logues); (ii) 'alignement des séquences de ces genes entre especes, afin de mettre en évidence les positions
qui ont changé au cours de I'évolution; (iii) 'inférence d’'un arbre phylogénétique sur la base des changements
observés dans les séquences. Pour identifier des génes marqueurs entre poissons téléostéens, tiche compli-
quée par leur événement ancien de duplication du génome, nous nous sommes appuyés sur des travaux que
nous avions réalisés précédemment [23, 24]. Nous avons développé des méthodes spécifiquement adaptées
aux particularités des génomes téléostéens, qui nous ont permis ici d’établir un jeu de génes marqueurs a la
fois plus complet et plus robuste que ceux des études précédentes. Cette méthode d’identification d’ortho-
logues s’appuie sur une signature laissée dans les génomes par les événements de duplication compléte. Ini-
tialement, I’ensemble des chromosomes sont dupliqués, puis, par la suite, les chromosomes dupliqués évo-
luent de maniére indépendante et accumulent des pertes de genes et réarrangements génomiques distincts, ce
qui permet de les différencier et de les identifier entre espéces. Ainsi, nous identifions les génes orthologues sur
la base de leur conservation de séquence, mais aussi de la conservation de leur environnement génomique lo-
cal, reflet de leur origine chromosomique commune [23, 24]. Grace a cette approche, nous considérons un jeu
de 955 genes marqueurs, ce qui représente environ 5 % du répertoire génique complet, pour une taille totale
des séquences géniques alignées de 2 328 657 nucléotides. En comparaison, les alignements analysés dans les
études précédentes les plus compréhensives [18, 11, 19] comprenaient entre 500 000 et 1 000 000 nucléotides,
soit environ 2 a 5 fois moins. Nous avons également appliqué une large gamme de méthodes différentes : nous
avons reconstruit un total de 16 arbres phylogénétiques, en utilisant a la fois des approches de concaténation
(inférence directe d’'un arbre unique basé sur la totalité du jeu de genes) et consensus (reconstruction d'un
arbre par géne marqueur, réconciliés ensuite en une unique phylogénie). Lensemble de ces analyses phylogé-
nétiques ont toutes convergé vers la méme topologie : la phylogénie Eloposteoglossocephala (Figure 1D). Bien
que proposée par plusieurs études précédentes, il s’agit de la premiere fois que cette topologie est supportée
indépendamment des méthodologies employées.

4. Résolution de I'origine des poissons téléostéens par le biais de méthodes innovantes

Ces nouvelles analyses phylogénétiques représentent un important pas en avant pour éclaircir les relations
évolutives a l'origine des poissons téléostéens. Néanmoins, 'apport principal de notre travail réside dans la
taille importante du jeu de données considéré (nombre de génes), un atout mis en avant par chacun des
travaux passés par rapport a leurs prédécesseurs. Dans I'objectif de rompre avec la dynamique des débats
précédents, nous avons également tiré avantage de méthodes de phylogénies moléculaires innovantes, basées
sur de nouveaux marqueurs.

Les méthodes de phylogénies moléculaires classiques se basent sur les changements observés dans les sé-
quences d’ADN des génes. Cependant, les séquences d’ADN ne sont pas les seules composantes des génomes
a accumuler des modifications au cours du temps. La structure des génomes est également dynamique, im-
pliquant, au fil des générations, une réorganisation de I'agencement des genes le long des chromosomes. Ces
modifications s’accumulent plus lentement que celles affectant les séquences, et offrent donc une perspec-
tive complémentaire pour étudier I'évolution des génomes. De plus, I'évolution de I'ordre des genes est po-
tentiellement moins affectée par I'introgression [25]. Bien que la démonstration de la pertinence d’examiner



les changements structuraux des génomes pour retracer leur évolution est ancienne [26], son utilisation pour
reconstruire les relations de parentés entre especes est quant a elle tres récente [27, 12, 28, 25].

Les mécanismes gouvernant I'évolution de I'agencement des génes sur les chromosomes — 1'évolution de
la synténie — demeurent moins bien caractérisés que ceux entrainant des modifications de séquences. De
ce fait, il n'existe pas de modele probabiliste bien établi décrivant I'évolution de la synténie. En I’absence
de modele, nous avons appliqué des méthodes qui reposent sur I’estimation de distances évolutives entre
paires de génomes, et visent a reconstruire 1'arbre qui reflete au mieux ces distances. Ici, nous estimons
les distances évolutives en quantifiant le degré de réorganisation de I'agencement des génes entre deux
génomes considérés (Figure 2A, 2B), et utilisons ’algorithme Neighbor-Joining [29] pour reconstruire un arbre
a partir de cette matrice de distance (Figure 2C). L'algorithme Neighbor-Joining a été largement utilisé en
phylogénie moléculaire classique, avant I’avenement des méthodes probabilistes. Nous appliquons également
une méthode similaire (PhyChro, [27]), qui propose une amélioration par rapport a la méthode Neighbor-
Joining, de fagon a l'adapter aux marqueurs d’organisation des génomes. Notamment, dans l'algorithme
PhyChro, le calcul de distance entre une paire de génomes examine également I’ensemble des autres génomes
inclus dans I'analyse, afin de considérer spécifiquement les réarrangements génomiques informatifs a la
reconstruction de 'arbre.

Nous avons reconstruit un total de cinq phylogénies des poissons téléostéens basées sur ’organisation de
leurs génomes, examinée a différentes échelles (notamment : adjacences conservées entre génes marqueurs,
agencements de blocs de génes et organisation de chromosomes entiers). Dans chacune des cinq phylogénies
ainsi reconstruites, nous retrouvons a nouveau la topologie Eloposteoglossocephala, qui regroupe les Elopo-
morphes avec les Osteoglossiformes (Figure 2C). Nous notons que ces différentes approches utilisent des jeux
de génes marqueurs identifiés par des stratégies différentes (voir [12] pour plus de précisions), ce résultat est
donc robuste aux différents jeux de génes considérés. En conclusion, a travers un large éventail d’analyses phy-
logénétiques complémentaires, nous avons pu résoudre les relations évolutives a I’origine des poissons téléos-
téens et ainsi démontrer que les anguilliformes sont plus proches des poissons a langue osseuse que du reste
des poissons téléostéens.

5. Vers une utilisation plus large de la synténie pour résoudre I'arbre du vivant

Se servir de la structure des génomes comme levier pour reconstruire leurs relations évolutives nécessite
un prérequis fondamental : les génomes considérés doivent étre de qualité suffisante pour offrir une repré-
sentation fidele et compléte de la position des génes le long des chromosomes. Ces ressources génomiques de
haute qualité sont disponibles pour de nombreux groupes d’espéces, mais leur quantité est amenée a exploser
dans les années a venir, grice notamment aux nombreux projets de séquencage a grande échelle de la biodi-
versité (African BioGenome Project, ATLASea, Darwin Tree of Life, Earth Biogenome Project, European Refe-
rence Genome Atlas). Dans ce contexte, une utilisation plus systématique de la synténie pour reconstruire des
phylogénies devient un objectif envisageable et prometteur, bien que représentant encore de nombreux défis
méthodologiques [30]. En particulier, les nceuds profonds demeurent intrinsequement difficiles a résoudre de
par les périodes substantielles de temps écoulé, qui érodent le signal phylogénétique aussi bien dans les sé-
quences d’ADN que dans la conservation de I'organisation des genes. Pour que le signal biologique fourni par
la synténie soit utilisable dans le cadre d’analyses phylogénétiques, I'ordre des génes doit étre variable entre
les espéces étudiées sans pour autant étre complétement dégradé. La définition d’indicateurs caractérisant les
degrés de conservation et de dégradation limites représentera une avancée cruciale afin de délimiter le champ
d’application optimal de ces nouvelles méthodes.

Une étude récente a examiné pour la premiere fois I'évolution de la synténie pour établir les relations
évolutives a l'origine des animaux [28], un nceud daté a environ 650 millions d’années. Ces travaux ont
mis en évidence des similarités entre I'organisation des génomes d’éponges et ceux du reste des animaux,
suggérant une phylogénie dans laquelle les cténophores constituent le groupe-frére d'un clade réunissant les
éponges et les autres animaux. Ce résultat surprenant, qui va a I'encontre des analyses les plus récentes de
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FIGURE 2 - Phylogénie des poissons téléostéens basée sur I’évolution de 'ordre des genes. (A) Définition d'une
distance entre deux génomes basée sur la conservation des adjacences de genes. Les génes sont représentés par des
rectangles le long d'un segment d’ADN, les génes « marqueurs », c’est a dire identifiables dans tous les génomes
considérés, sont indiqués en couleur. Une mesure de similarité est calculée sur la base de la proportion
d’adjacences conservées entre genes marqueurs dans les deux génomes comparés, puis transformée en distance.
(B) Matrice de distances paire a paire obtenue pour les 25 génomes considérés et 3,041 génes marqueurs, en
utilisant la distance « d » définie en (A). La distance couverte bout a bout par les marqueurs considérés correspond
en moyenne a 86 % du génome. (C) Arbre phylogénétique reconstruit par I’algorithme Neighbor-Joining [29]. a
partir de la matrice de distance. Le groupe des Osteoglossomorpha est groupé avec celui des Elopomorpha
(topologie Eloposteoglossocephala, Figure 1D), avec un fort support (100 % bootstrap).

phylogénie moléculaire classiques [8, 31, 32], stimule les recherches afin de mieux comprendre les raisons
méthodologiques et/ou biologiques sous-tendant ces incongruences. Les milliers de génomes de haute qualité
disponibles dans un futur proche laissent entrevoir 'opportunité de mieux comprendre les mécanismes qui
gouvernent I’évolution de I'organisation des génomes et ainsi réexaminer de nombreuses zones controversées
de l'arbre du vivant.
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