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En 1977, Carl Woese sépare les procaryotes en deux grands groupes en proposant une
nouvelle classification basée sur des criteres phylogénétiques. Les Archaea deviennent ainsi un
domaine a part entiére aux cotés des Bacteria et des Eucarya. Depuis, la compréhension de ce
nouveau groupe et de ses relations avec les deux autres domaines, essentielles pour comprendre
I’évolution ancienne du vivant, est largement passée par 1’é¢tude de leur phylogénie. Presque 40 ans
de recherche sur les archées ont permis de faire évoluer leur image : de bactéries vivant dans des
milieux spécialiseés, souvent extrémes, on est passé a un domaine indépendant, trés diversifié aussi
bien génétiquement, métaboliqguement ou encore écologiquement. Ces derniéres années la barre
symbolique de cent génomes complets d’archées séquenceés a été franchie et, parallelement, les
projets génomiques et métagénomiques sur des groupes peu caractérisés ou de nouvelles lignées de
haut rang taxonomique (e.g. Nanohaloarchaea, Thaumarchaeota, ARMAN, Aigarchaeota, groupe
MGC, groupe Il des Euryarchaeota, etc.) se sont multipliés. Tout ceci apporte un matériel sans
précédent pour 1’étude de I’histoire évolutive et de la diversité des Archaca. Les protéines
ribosomiques ont été utilisées de facon courante pour inférer la position phylogénétique des
nouvelles lignées d’Archaea. Néanmoins, les phylogénies résultantes ne sont pas complétement
résolues, laissant des interrogations concernant d’importantes relations de parenté. La recherche de
nouveaux marqueurs est donc cruciale et ¢’est dans ce contexte que mon projet de thése s’inscrit.

A partir de I’analyse des génomes de deux Thaumarchaeota et d’une Aigarchaeota, nous
avons identifié 200 protéines conservées et bien représentées dans les différents phyla d’archées.
Ces protéines sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires, ce qui peut apporter un
signal phylogénétique complémentaire a celui des marqueurs de type informationnel utilisés par le
passé. En plus de confirmer la plupart des relations phylogénétiques inférées a partir de ces derniers
(i.e., protéines ribosomiques et sous unités de I’ARN polymérase), I’analyse phylogénétique de ces
nouveaux marqueurs apporte un signal permettant une meilleure résolution de la phylogénie des
archées et la clarification de certaines relations jusqu’ici confuses.

Un certain nombre de ces nouveaux marqueurs sont aussi présents chez les bactéries. Les
relations entre les grands phyla d’archées restant encore non résolues, nous avons utilisé ces
protéines pour essayer de placer la racine de ’arbre des Archaea en utilisant comme groupe
extérieur les bactéries. Nous avons ainsi pu identifier 38 protéines, parmi les 200 sélectionnées
précédemment, ayant un signal phylogénétique suffisamment fiable pour cette étude, auxquelles
nous avons ajouté 32 protéines ribosomiques universelles. L’utilisation conjointe de ces données
nous a permis de placer la racine entre les Euryarchaeota, d’une part, et un groupe rassemblant les
Thaumarchaeota, les Aigarchaeota, les Korarchaeota et les Crenarchaeota, d’autre part. Ce nouvel
¢clairage sur 1’évolution ancienne des archées nous a amené a proposer une révision de leur
taxonomie avec, principalement, la création du nouveau phylum "Proteoarchaeota” contenant les
quatre phyla actuels que nous proposons de rétrograder en classes : Thaumarchaea, Aigarchaea,
Korarchaea et Crenarchaea.

Finalement, 1’analyse des protéines codées dans les trois génomes qui ont servi de point de
départ de ma these nous a permis de générer une masse considérable de données qui ont révélé des
traits particuliers ou encore des histoires évolutives inattendues. Un exemple est I’histoire du
complexe formé par la chaperonne DnaK et de ses co-chaperonnes GrpE, Dnal, et DnalJ-Fer chez
les Thaumarchaeota, impliquant plusieurs transferts horizontaux entre les trois domaines du vivant.



In 1977, Carl Woese proposed a new classification of organisms based on phylogenetic
criteria where he divided prokaryotes into two major groups. Thus, Archaea were defined as a new
domain, together with Bacteria and Eucarya. Since then, the study of this group and its relationships
with the two other domains, essential to understand the early evolution of Life, has been largely
done through the investigation of its phylogeny. Almost 40 years of research on the archaea have
led to a significant evolution of the knowledge on this group: from considering them as bacteria
living in specialized environments, most often extreme ones, to defining them as an independent
domain, highly diversified in genetic, metabolic and ecological terms. During the last years, the
symbolic barrier of 100 complete archaeal genome sequences has been reached and, simultaneously,
many genome projects from poorly-known groups or new high-rank lineages (e.g.,
Nanohaloarchaea, Thaumarchaeota, ARMAN, Aigarchaeota, MGC, group Il Euryarchaeota, etc.)
have been launched. All this provides unprecedented information to study the evolutionary history
of Archaea. Ribosomal proteins have been used recurrently to infer the phylogenetic position of
new archaeal lineages. Nevertheless, the resulting phylogenies are not fully resolved and several
important nodes remain uncertain. The identification of new phylogenetic markers is therefore
crucial. This represents the framework of my PhD thesis project.

On the basis of the analysis of the genome sequences of two Thaumarchaeota and one
Aigarchaeota, we have identified 200 conserved proteins well represented among the different
archaeal phyla. These proteins are involved in a number of cellular functions, thus providing a
phylogenetic signal complementary to the one obtained from the informational proteins (i.e.,
ribosomal proteins and RNA polymerase subunits). The phylogenetic analysis of these new markers
has led to a better resolution of the archaeal phylogeny, including several relationships that
remained unclear.

Several of the new markers are also present in bacteria. Since the relationships among the
different archaeal phyla are not yet resolved, we have used those markers to try to place the root of
the archaeal phylogeny using the bacterial sequences as outgroup. We have identified 38 proteins
among the 200 detected before containing a phylogenetic signal useful for that purpose, to which
we have added 32 universal ribosomal proteins. The use of this complete dataset allowed us
locating the root between the Euryarchaeota and a large group joining the Thaumarchaeota,
Aigarchaeota, Korarchaeota and Crenarchaeota. This new result on the ancient evolutionary history
of Archaea has led us to propose a taxonomic revision for this domain, in particular the erection of a
new phylum "Proteoarchaeota”, containing the current four phyla that we propose to retrograde into
classes (Thaumarchaeales, Aigarchaeales, Korarchaeales and Crenarchaeales).

Finally, the analysis of the proteins encoded by the three reference genomes at the origin of
this work has generated a large amount of data, which reveals particular traits in certain organisms
or unexpected evolutionary histories. One example concerns the evolution in Thaumarchaeota of
the protein complex composed of the DnaK chaperon and its co-chaperons GrpE, DnaJ, and Dnal-
Fer, which involves several horizontal gene transfer events among the three domains of Life.
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Introduction

A. Histoire de la découverte des Archaea

1. Les trois domaines du vivant

a. Un marqueur moléculaire pour la classification bactérienne : FARN ribosomique

Au début des années 1970, suivant la proposition de Darwin en 1859 (Darwin 1859), classer
les organismes vivants selon leur généalogie, puis celle de Zuckerkandl et Pauling en 1965
(Zuckerkandl and Pauling 1965), utiliser les molécules portant 1’information génétique pour
I’inférence phylogénétique (a savoir les génes ou les molécules issues de 1’expression des genes
(protéines et ARN)), Woese a utilisé les ARN ribosomiques afin de retracer les relations
phylogénétiques entre organismes vivants. Des mesures de distances phylogénétiques avaient déja
été construites sur la base de petits polypeptides tels que les hémoglobines ou le cytochrome ¢, mais
pas sur ’ensemble du vivant (Fitch and Margoliash 1967), et a partir de mesures d’hybridation des
genes codant les ARN ribosomiques mais de fagon peu précise (Moore and McCarthy 1967; B. Pace
and Campbell 1971). En trouvant un moyen d’analyser la séquence assez longue des ARN
ribosomiques, Woese a pu appliquer sa méthode d’analyse sur tout organisme vivant, le ribosome et
ses composés protéiques et nucléiques étant homologues dans 1’ensemble des organismes connus.
Pour cela, il a utilisé en premier lieu les molécules d’ARN 5S de la grande sous-unité du ribosome
(ARNr 5S) digérées par deux nucléases (nucléase T1 et une nucléase pancréatique). Les
oligonucléotides résultants pouvant étre séquencés, il a ensuite comparé les séquences et les
fréquences de ces oligoméres pour définir une distance phylogénétique, «PD value »
(« Phylogenetic Distance value »), entre les différents organismes étudiés (Sogin, Sogin, and Woese
1972). Cette distance phylogénétique est un pourcentage correspondant au nombre de changements
de bases nécessaires pour passer du catalogue d’oligonucléotides d’une espéce a celui d’une autre
espéce. C’est une forme d’approximation du nombre de substitutions entre les séquences de deux
organismes. Les premiéres analyses ont été conduites sur quelques bactéries et ont permis de mettre
en évidence I’intérét de cette méthode. En effet, la distance phylogenétique ainsi mesurée est alors
inférieure a 15% entre deux individus d’une méme famille, par exemple entre deux entérobactéries,
Escherichia coli et Proteus mirabilis (Sogin, Sogin, and Woese 1972; Carl R Woese et al. 1976).
L'intérét principal de cette méthode était la possibilité de mesurer la distance évolutive entre
especes bactériennes d'une maniére objective. Auparavant, seuls des criteres phénotypiques

(morphologie, tolérance a l'oxygene, capacité a utiliser le glucose, etc.) étaient employés pour
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distinguer les espéces bactériennes, mais les microbiologistes étaient bien conscients du fait que les
classifications ainsi obtenues n'étaient pas "naturelles”, i. e. elles ne reflétaient pas les relations
évolutives entre especes. Ceci avait amené le célebre microbiologiste américain Roger Stanier a
déclarer avec pessimisme que « the ultimate scientific goal of biological classification cannot be
achieved in the case of bacteria » (Stanier, R. Y., Doudoroff, M. & Adelberg 1963). Le travail de

Woese prouva le contraire.

b. Premieres phylogénies moléculaires microbiennes et découverte des
« Archaebacteria »

En 1977, Woese et ses collaborateurs analysent I’ARN ribosomique de la petite sous-unité
du ribosome (ARNr SSU), 16S chez les bactéries et 18S chez les eucaryotes, et calculent un
coefficient d’association entre deux catalogues d’oligonucléotides A et B : le Sag. Il correspond a
deux fois le nombre d’oligonucléotides (hexaméres ou plus longs) communs entre les deux
catalogues sur la somme des oligonucléotides totaux des deux catalogues. Ainsi plus deux
séquences sont proches, plus le nombre d’oligonucléotides en commun est important et plus le Sag
sera elevé (George E Fox et al. 1977; G. E. Fox, Pechman, and Woese 1977) (Figure 1).

Table 1. Association coefficients (S45) between representative members of the three primary kingdoms

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1. Saccharomyces cerevisiae, 188 — 029 0.33 0.05 0.06 0.08 0.09 011 0.08 0.11 0.11 0.08 0.08
2. Lemna minor, 188 029 — 036 0.10 0.05 0.06 0.10 0.09 0.11 0.10 0.10 0.13 0.07
3. Lcell, 188 033 036 — 0.06 0.06 0.07 0.07 0.09 0.06 0.10 0.10 0.09 0.07
4. Escherichia coli 005 0.10 0.06 — 024 025 028 0.26 0.21 0.11 0.12 0.07 0.12
5. Chlorobium vibrioforme 0.06 0.05 0.06 024 — 022 022 020 0.19 0.06 0.07 006 0.09
6. Bacillus firmus 0.08 0.06 0.07 025 022 — 034 026 0.20 011 0.13 0.06 0.12
7. Corynebacterium diphtheriae 009 0.10 0.07 028 022 034 — 023 021 012 0.12 0.09 0.10
8. Aphanocapsa 6714 0.11 0.09 0.09 026 020 026 023 — 031 0.11 0.11 0.10 0.10
9. Chloroplast (Lemna) 0.08 0.11 0.06 021 019 020 021 031 — 0.14 012 010 0.12
10. Methanobacterium thermoautotrophicum 0.11 0.10 0.10 0.11 0.06 011 0.12 011 0.14 — 051 025 0.30
11. M. ruminantium strain M-1 0.11 0.10 0.10 0.12 0.07 0.13 012 0.11 0.12 051 — 025 0.24
12. Methanobacterium sp., Cariacoisolate JR-1 0.08 0.13 0.09 0.07 0.06 0.06 0.09 0.10 0.10 025 025 — 032

13. Methanosarcina barkeri 0.08 0.07 0.07 012 0.09 -0.12 010 0.10 0.12 030 024 032 —

Figure 1. Table représentant les coefficients d’association (SAB) entre 13 représentants des trois
royaumes primaires. Adapté de l'article de 1977 de Woese et Fox, « Phylogenetic structure of the
prokaryotic domain: the primary kingdoms »(C R Woese and Fox 1977). Les organismes 1, 2 et 3 sont des
eucaryotes, 4 a 9 des bactéries et de 10 a 13 des archées. Les SAB entre organismes du méme groupe sont
tous supérieurs a 0,19 (en rouge pour les eucaryotes, bleu pour les bactéries et vert pour les archées) alors
gu’entre organismes de deux groupes différents, la valeur maximale est de 0,14.

Les resultats de Sag calculés pour chaque couple d’espéces donnent une matrice de caractéres
numeriques, utilisable pour la construction d’un dendrogramme représentant les relations
phylogénétiques entre ces espeéces. Apres avoir analys¢é ’ARNr SSU de quelques bactéries
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seulement, Fox et Woese décident de conduire une étude a plus large échelle, sur 40 bactéries
représentant la diversité disponible a ce moment la (Balch et al. 1977). Le résultat est surprenant
pour les auteurs, car il montre une divergence bien plus forte entre les deux « bactéries »
méthanogenes (Methanobacterium ruminantium et Methanobacterium thermoautotrophicum) et le
reste des bactéries analysées, qu’entre ces derniéres. Ils proposent alors qu’une divergence tres
ancienne a donné naissance a deux lignées bien distinctes, I’'une contenant les bactéries
méthanogenes, 1’autre contenant toutes les autres bactéries. La méme année, Woese propose une
nouvelle classification des procaryotes (C R Woese and Fox 1977) en créant la notion de « royaume
primaire » oUu « royaume », qui se référe aux premieres unités phylogénétiques dans ’arbre du
vivant, donc les premiers niveaux de classification a utiliser. Ce nouveau mode de classification se
place en opposition aux classifications utilisées a ce moment la, a savoir la dichotomie entre
procaryotes et eucaryotes et la classification de Whittaker en cing regnes (Animaux, Plantes,
Champignons, Protistes et Monéres), qui ne sont pas basées sur des criteres phylogénétiques
(Whittaker 1969). Fox et Woese vont définir trois royaumes, les « Eubacteria», les
« Archaebacteria » et les « Urcaryotes ». Pour la premiére fois, les microbiologistes disposent d’une
classification basée sur un critere objectif et phylogénétique, en accord avec la théorie de
I’évolution telle que décrite par Darwin dans son livre On the Origin of Species (Darwin 1859), et
c’est en cela qu’elle revét une importance toute particulicre.

Dans cette premiere classification les « archaebactéries » étaient composées uniquement des
méthanogenes, puisqu’aucun autre ARNr SSU d’archée n’avait encore été étudié. Néanmoins, Fox
et Woese proposent que d’autres bactéries puissent aussi étre des « archaebactéries » : certaines
bactéries halophiles extrémes dont les parois cellulaires ne contiennent pas de peptidoglycane,
comme chez les méthanogénes. Au cours des années suivantes, Woese et ses collaborateurs
analysent d’autres ARNr SSU, et cela leur permet de confirmer la place d’autres méthanogenes et
des halophiles extrémes au sein des « archaebactéries » (Magrum, Luehrsen, and Woese 1978);
suivent différents « thermoacidophiles », comme Sulfolobus acidocaldarius (C R Woese, Magrum,
and Fox 1978; Atoji et al. 1980), et les Thermoplasma, classés jusqu’ici parmi les mycoplasmes a
cause de leur absence de paroi cellulaire mais que I’analyse de ’ARNr SSU de Thermoplasma
acidophilum permet de les reclasser parmi les archaebacteria (C R Woese, Magrum, and Fox 1978;
C R Woese, Maniloff, and Zablen 1980). Un article de 1980 « The phylogeny of Prokaryotes » de
Fox et collaborateurs (Atoji et al. 1980) reprend I’ensemble des résultats accumulés pendant les
années 70 et propose une phylogénie schématique du vivant (Figure 2) et plusieurs dendrogrammes
pour les «archaebactéries » (Figure 3) et différentes familles bactériennes. On peut déja voir

plusieurs des ordres d’archées dans ce dendrogramme, a savoir les Halobacteriales, les

17



Phylogénie et évolution des Archaea, une approche phylogénomique

Methanomicrobiales, les Methanococcales, les Thermoplasmatales (représentés par Thermoplasma
acidophilum) et les Sulfolobales (représentés par Sulfolobus acidocaldarius), seuls représentants

des futurs Crenarchaeota.
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Figure 2. Représentation des grandes lignées du vivant selon Fox et collaborateurs en 1980. Les trois
domaines proposés dérivent d’'un méme ancétre commun (Atoji et al. 1980).
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Figure 3. Premier dendrogramme représentant les relations entre les « archaebacteria » selon Fox et
collaborateurs en 1980. (Atoji et al. 1980). La racine est placée entre un groupe contenant les
méthanogenes (1-6, 10-16), les halophiles (7-9) et Thermoplasma acidophilum (17), et les Sulfolobales,
représentés par Sulfolobus acidocaldarius (18). Ces deux groupes correspondent aux futurs phyla des
Euryarchaeota et des Crenarchaeota. Au sein du premier groupe, on voit déja apparaitre trois groupes de
méthanogéenes correspondants aux ordres des Methanobacteriales (1-6), Methanomicrobiales (10-14) et
Methanococcales (15-16). (Atoji et al. 1980).

Le début des annees 1980 a vu le remplacement des catalogues d'oligonucléotides par les
premiers séquengages complets de molécules d’ARNr SSU d’« archaebactéries » (R. Gupta, Lanter,
and Woese 1983; Olsen et al. 1985). Il devient donc possible de construire des arbres
phylogénétiques du vivant a partir de la séquence primaire de cette molécule (N. R. Pace, Olsen,
and Woese 1986) et ainsi de confirmer la phylogénie proposée précédemment sur la base du Sag. La
Figure 4 montre un premier arbre non raciné inféré a partir de 950 positions des séquences de
I’ARNr SSU de 21 espéces, ou I’on peut observer les trois domaines « Eucaryotes », « Eubacteria »
et « Archaebacteria ». I’ARNr SSU semblait étre un marqueur efficace pour ’analyse de la
phylogénie du vivant, et particuliérement des procaryotes. Cette molécule est présente chez tous les
organismes vivants connus, sa fonction est tres conservée, il est donc facile de trouver son
homologue dans une nouvelle espéce, elle est assez longue pour qu’un nombre de positions
suffisamment informatives puisse étre utilisé et elle est peu transférée entre différents organismes.
Ces caracteristiques sont aussi celles des autres ARN ribosomiques (23S et 5S chez les
procaryotes), mais I’ARNr 5S, étant plus court, contient moins de signal informatif que I’ARNr
SSU et un grand nombre de molécules d’ARNr SSU était déja séquencé. L’ ARNr SSU s'est de fait
imposé comme marqueur pour I'étude de la phylogénie des microorganismes. La possibilité d’avoir

un seul marqueur pour étudier 1’évolution de I’ensemble du vivant est une avancée sans précédent,
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particuliérement en ce qui concerne 1’évolution des microorganismes ; celle des bactéries et archées
bien sdr, mais aussi celle des organismes unicellulaires eucaryotes, considérés comme un seul
groupe, par exemple par Whittaker (Whittaker 1969). Le développement de la phylogénie
moléculaire a donc ouvert la porte a 1’é¢tude de 1’évolution et de la phylogénie microbienne et a ainsi
donné un nouveau cadre de pensée a la classification microbienne.

Il me semble intéressant d’aborder un point un peu particulier dans cette révolution portée
par Woese a propos de la refonte de la classification microbienne. Il apparait a la lecture des articles
qu’il a écrit dans les années 80 que deux idées plutét contradictoires sont abordées. D’une part,
comme je viens de ’expliquer, Woese propose que la classification doive se faire uniquement sur
des critéres phylogénétiques, la phylogénie des microorganismes se faisant sur la base de caracteres
moléculaires, et particulierement sur la séquence des ARN ribosomiques. D’autre part, la
proposition du domaine des « Archaebactéries » est suivie d’une description des caractéristiques
communes entre les organismes de ce groupe. Ce qui n’est au départ (C R Woese and Fox 1977)
qu’une description de ces microorganismes, devient bientdt une recherche de synapomorphies
justifiant D’existence d’un groupe taxonomique a part entiere. Par exemple, dans 1’article
« Archaebacteria » de 1978 (C R Woese, Magrum, and Fox 1978) qui est une synthese des travaux
sur ces questions, Woese répertorie quatre grands caractéres communs aux archées selon lui : les
caractéristiques particulieres des ARN ribosomiques et des ARN de transferts, 1’absence de parois
cellulaires de peptidoglycane, les lipides de membranes contenant des isoprenoides et reliés par des
liens éthers, et I’habitat « spécialisé » des Archaea ; il se sert de ces caractéristiques pour justifier
I’existence du groupe taxonomique « archaebacteria»: «In summary, enough comparative
information now exists pertaining to the archaebacteria to make it possible to characterize the
kingdom in a positive way » (C R Woese, Magrum, and Fox 1978). Il est facilement compréhensible
qu’une proposition de changement aussi importante dans la classification microbienne ait fait débat
(Wheelis, Kandler, and Woese 1992; Mayr 1990; Mayr 1991; Margulis and Guerrero 1991), et que
Woese cherche a répondre a différentes critiques et a justifier la proposition du nouveau groupe
« Archaebacteria », mais il est paradoxal d’utiliser ces caractéres phénotypiques a homologie
discutable comme justification d'une classification qui se veut basée sur les relations
phylogénétiques de caractéres homologues avérés. Une autre critique peut étre formulée a
I’encontre de cette description, a propos des environnements « specialises » évoqués par Carl
Woese. Certes, les archées connues a ce moment-la étaient principalement des extrémophiles,
halophiles et thermoacidophiles, et des méthanogenes. Les milieux dans lesquels se développent ces
organismes peuvent nous sembler particuliers, mais ils sont totalement différents entre eux et ils

impliquent des adaptations différentes, par exemple, entre les organismes vivant & haute
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température et ceux vivant dans des conditions de haute salinité. Leur regroupement n'est le resultat

que de leur exotisme a nos yeux, ce qui constitue un argument subjectif et anthropocentré.

c. Lanouvelle classification du vivant : « Archaea », « Bacteria », « Eucarya »

La vision tripartite du vivant est renforcée en 1990 quand Woese et ses collaborateurs
proposent une nouvelle taxonomie en modifiant les noms des trois royaumes primaires pour les
remplacer par trois domaines : « Bacteria », « Eucarya » et « Archaea » (C R Woese, Kandler, and
Wheelis 1990). Le premier but de cette modification des noms est d’abord de marquer la séparation
entre les Archaea et les Bacteria et ainsi de désacraliser définitivement la dichotomie
Procaryotes/Eucaryotes, pour ne pas laisser de doute quant au fait que les Archaea ne sont pas une
branche parmi les bactéries. L’autre but de cette proposition est d’insister sur le fait que la
classification et la taxonomie doivent se faire selon un « systéme naturel », que le plus logique est
celui de I’histoire évolutive comme 1’a proposé Darwin et que, finalement, la phylogénie
moléculaire est la méthode la plus efficace pour sa reconstruction : « The time has come to bring
formal taxonomy into line with the natural system emerging from molecular data » (C R Woese,
Kandler, and Wheelis 1990). Un arbre du vivant est ainsi proposé (Figure 4), inféré sur la base des
séquences de I’ARNr SSU et raciné entre les bactéries d’une part et les archées et les eucaryotes
d’autre part. La racine est placée ainsi d’aprés les analyses faites a la méme époque sur des
paralogues présents chez le dernier ancétre commun, dont chaque copie peut servir de racine a la
phylogénie de I’autre (lwabe et al. 1989). La place de cette racine admet donc un ancétre commun
exclusif entre les archées et les eucaryotes et €loigne les archées des bactéries. Pour les auteurs,
c’est un argument de poids pour appuyer la validité du domaine « Archaea » et le séparer du

domaine « Bacteria ».
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Figure 4. Arbre du vivant représentant les trois domaines Bacteria, Archaea et Eucarya. (Olsen and Woese
1993). On voit bien les deux « royaumes » archéens : Crenarchaeota et Euryarchaeota. La racine de I'arbre
est placée entre les bactéries et les archées/eucaryotes d’aprés I'étude des phylogénies de couples de
paralogues anciens.

Le domaine Archaea est composé de deux lignées majeures, appelées « royaumes » dans
cette nouvelle classification, les Euryarchaeota et les Crenarchaeota, entre lesquelles se place la
racine de la phylogénie des archées. Les Euryarchaeota rassemblent les halophiles extrémes, trois
lignées de méthanogenes, le genre Archaeoglobus, le genre Thermoplasma, et le groupe des
Thermococcus-Pyrococcus, deux groupes de thermophiles. Les Euryarchaeota sont donc
phénotypiquement trés divers, avec des modes de vie trés différents, en termes écologiques
(thermophiles, acidophiles, halophiles...) et métaboliques (méthanogenes, sulfato-réducteur,
hétérotrophes...), ce qui leur a valu leur nom d’Euryarchaeota, « eury » du grec « &ipi¢ » pour
« large ». Les Crenarchaeota regroupent uniquement des organismes thermophiles extrémes et ont
un mode de vie similaire, nécessitant du soufre comme source d’énergie. Leur nom vient de
«cren» du grec «xprvy » pour «source », rappelant leur ressemblance phénotypique avec
I’ancétre commun des archées, que les auteurs supposent étre plus proche de ce groupe la. Cette
classification des archées en deux royaumes Euryarchaeota et Crenarchaeota restera la norme dans

ses grandes lignes pendant presque 20 ans.
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2. A partir des années 1990 : Exploration de la diversité archée.
a. Etudes environnementales

Le début des années 1990 a été marqué par la découverte concomitante par DelLong
(DeLong 1992) et Fuhrman et collaborateurs (Fuhrman, McCallum, and Davis 1992), d’archées
marines mésophiles et aérobies, phylogénétiquement proches pour certaines des Crenarchaeota (le
groupe I), et pour d’autres se plagant au sein des Euryarchaeota (le groupe 1) (Figure 5).

5%
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Methanococcus voltae
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Thermotoga maritima

Figure 5. Phylogénie des Archées montrant les groupes | et Il. Arbre inféré a partir de ’ARNr SSU d’archées
cultivées et de séquences d'especes non-cultivées d’échantillons marins (DeLong 1992). Le groupe | se
place a la base des Crenarchaeota déja connues, et le groupe Il se place a l'intérieur des Euryarchaeota,
comme groupe frére des Methanosarcinales. Cet arbre est raciné sur la bactérie Thermotoga maritima.

Cette découverte marque le début des études environnementales pour I’exploration de la diversité
des archées. En effet, en ayant mis en évidence que ’ARNr SSU était un bon marqueur pour la
phylogénie des organismes, Woese a ouvert la porte a I’étude de la diversité microbienne grace a
une approche moléculaire par amplification par PCR et séquencage des génes d'ARNr SSU a partir
de I'ADN d'échantillons naturels (Olsen et al. 1986).

DeLong, Fuhrman et leurs collaborateurs ont extrait 'ADN de differents echantillons marins

de surface, puis amplifié et séquencé ’ARNr SSU et ont ainsi pu avoir un apercu de la diversité
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microbienne présente. Les archées ayant été décrites jusqu’alors comme un domaine d’organismes
vivant dans des environnements « spécialisés », elles n’étaient pas attendues dans des échantillons
d’eau de mer de surface, oxygénée et plutét froide, et la premiére hypothése avancée par les auteurs
de ces deux articles pour expliquer la présence de séquences d’archées dans leurs échantillons est
une possible contamination. Il se trouve que des méthanogénes avaient été découverts peu de temps
avant dans I’intestin de gros animaux, dont ’homme, et qu’une contamination humaine aurait pu
expliquer la présence des archées du groupe Il (se plagant au sein des Euryarchaeota dont font partie
les méthanogenes). Cependant, les auteurs vont privilégier une autre explication, celle d'une
diversité d'archées vraiment inféodées au milieu planctonique marin, malgré le caractere
exceptionnel de cette découverte comme le montre cette phrase de DeLong : « A more provocative
explanation is that group | and group Il represent undescribed mesophilic, aerobic members of the
archaea » (DeLong 1992). En effet, ces deux travaux décrivant une méme diversité sur des
échantillons océaniques provenant de quatre localités géographiques différentes sur les deux coétes
des Etats-Unis (DeLong 1992; Fuhrman, McCallum, and Davis 1992) se confirment I’un 1’autre et
font apparaitre une diversité d’archées inconnues et non cultivées assez remarquable. Ces
communautés d'archées semblent alors importantes en termes de biomasse dans les océans, bien que
moins importantes que les bactéries présentes dans les mémes milieux. Cette découverte est tres
importante d’un point de vue écologique puisqu’elle met en évidence une part de la biodiversité
océanique ignorée jusqu’alors. Elle est aussi importante du point de vue de la connaissance de la
diversité des archées, car elle décrit des groupes totalement inconnus dont le mode de vie mésophile
et aérobie défie I'idée selon laquelle les archées vivent exclusivement dans des environnements
« spécialisés ». Enfin, du point de vue de leur histoire évolutive, la découverte selon laquelle 1’une
de ces lignées se place a la base des Crenarchaeota ouvre de nombreuses questions quant a la nature
de I’ancétre commun des archées. Le groupe I sera d’ailleurs proposé comme étant un phylum a
part entiére en 2008 par Brochier-Armanet et collaborateurs sous le nom de « Thaumarchaeota », du
grec « Qovuao » « thaumas » pour « merveilleux » (Brochier-Armanet et al. 2008).

Les études environnementales sur la diversité des archées vont mettre en évidence dans les
années suivantes un nombre important de lignées non cultivées vivant, pour certaines, dans des
environnements nous semblant moins extrémes que ceux des archées cultivées et connues (Christa
Schleper, Jurgens, and Jonuscheit 2005). A I’instar de I’océan, on trouve des archées dans des
sédiments marins, des lacs d’eau douce, des sols, en symbiose avec d’autres organismes, mais aussi
dans des milieux trés acides (mines acides), ou des tapis microbiens riches en méthane, en
association avec des méthanogenes et des bactéries sulfato-réductrices. Initialement basées sur

I’amplification et le séquencage de I’ARNr SSU, les études environnementales se sont
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progressivement diversifiées en termes de techniques. Le groupe de DeLong a largement contribué
a ce développement, par exemple avec I’isolement et I’analyse d’un large fragment génomique de
40 kilobases d’une archée du groupe I, un des premiers exemples de l'application des techniques de
métagénomique (Stein et al. 1996). Dans ce travail, les auteurs ont extrait et digéré ’ADN d’un
échantillon de plancton marin pour construire une banque de BAC (Bacterial Artifical
Chromosome) modifiés pour recevoir des gros inserts d’ADN. Ces inserts pouvant contenir
plusieurs genes, si un marqueur phylogenétique tel que I’ARNr SSU est présent, il est possible, non
seulement de savoir a quel groupe taxonomique appartient 1’organisme, mais surtout d’étudier les
génes placés autour de ce marqueur et ainsi d’en connaitre un peu plus sur les activités
métaboliques que cet organisme peut réaliser. L’application de cette méthodologie a des
environnements dans lesquels une seule espéce d’archée est présente a permis de reconstruire et de
séquencer des génomes presque complets, comme ¢a a été le cas pour 1’organisme Cenarchaeum
symbiosum en 2006, vivant en symbiose avec une éponge et une bactérie (Hallam et al. 2006). Les
auteurs de ce papier (dont DeLong) ont pour cela construit une banque de fosmides, séquencé
chaque insert et réassemblé le génome en utilisant les parties chevauchantes des différents
fragments. Ce génome a été le premier a étre séquencé pour une archée du groupe I.

Il est également possible d'étudier la grande diversité d’archées non cultivées en ayant
recours aux observations par FISH (hybridation in situ en fluorescence), en ciblant spécifiquement
les ARNr SSU d’archées (Christa Schleper, Jurgens, and Jonuscheit 2005; DelLong 1992). Cette
technique a pour avantage de montrer 1’abondance de la population ciblée, mais aussi de montrer
des cellules vivantes et de prouver que la détection d’ARNr SSU d’archées dans ces milieux n’est
pas un artefact lié a des contaminations ou des cellules mortes (Figure 6). C’est ainsi que Karner,
DelLong et Karl ont pu montrer en 2001 que les crenarchaeota marines du groupe | étaient tres
abondantes dans les milieux océaniques, de ’ordre de 20% de la population microbienne

planctonique (Karner, DeLong, and Karl 2001).
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Figure 6. Images d’archées non cultivées en FISH. Issues de I'article Schleper et collaborateurs en 2005
(Christa Schleper, Jurgens, and Jonuscheit 2005). A: cellules de Cenarchaeum symbiosum, archée du
groupe | (en vert), et d’Axinella mexicana, une éponge, hote de C. symbiosum (en rouge). Image de C.
Preston, Monterey Bay Aquarium Research Institute, Moss Landing, USA. B: Enrichissement de
crenarchaeota du groupe | (en rouge), sur des racines de tomates, et des bactéries associées (en vert).
Image de H. Simon, Oregon Health & Science University, Beaverton, USA.

Si la découverte d’archées mésophiles et aérobies fut trés importante pour la perception que
I’on pouvait avoir de ce domaine, la recherche d’archées dans des milieux extrémes a aussi apporté
son lot de lignées inconnues, certaines se placant a proximité de la base de la phylogénie des
archées. En 1994, Barns et ses collaborateurs (Barns, Fundyga, Jeffries, & Pace, 1994; Barns,
Delwiche, Palmer, & Pace, 1996) ont décrit la diversité d'archées dans 1’eau et les sédiments de
deux sources chaudes du parc de Yellowstone. Différentes séquences de Crenarchaeota ont été
décrites, branchant a proximité des Desulfurococcales et des Sulfolobales ou au sein des
Thermoproteales. D’autres séquences branchaient avec le groupe I nouvellement décrit par DeLong
et Furhmann, et d’autres encore branchaient au sein de ’arbre des archées avant méme la
divergence entre Crenarchaeota et Euryarchaeota. Cette position a amené les auteurs a proposer que
ces organismes pouvaient étre les représentants d’un nouveau phylum d’archées et ils proposerent le
nom de « Korarchaeota », du grec « kopoo » pour « jeune homme », pour la divergence précoce de
ce groupe dans I’histoire des archées (Barns et al. 1996).

Au cours des années 2000, un nouveau « type » d’archées a été découvert : de tres petites
archées, a commencer par Nanoarchaeum equitans en 2002 (H. Huber et al. 2002). Cette archée de
seulement 400 nm de diametre vit en symbiose avec une autre archée, Ignicoccus hospitalis, une
crenarchée. Son génome ne fait que 0,5 megabases, et son séquengage fera apparaitre de nombreux
traits particuliers tels que 1’absence d’un grand nombre de génes essentiels chez les archées ou des

génes coupés en deux parties, notamment des génes codants des ARNt. Une petite taille cellulaire et
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un génome de taille tres réduite sont des caractéristiques classiques rencontrées chez les bactéries
endosymbiotiques ou parasites, mais n’avaient jamais été observées chez les archées ou chez des
hyperthermophiles. Les analyses phylogénétiques de I'ANRr SSU ont placé N. equitans tres
basalement dans I’arbre des archées mais avec un faible soutien (H. Huber et al. 2002). Ceci a
conduit les auteurs a proposer qu’elle serait la représentante d’un nouveau phylum d’archées, les
« Nanoarchaeota » («nano » pour sa petite taille cellulaire de 1’ordre du nanométre). Plus
récemment, d’autres archées de petite taille ont été décrites, le groupe des ARMAN en 2006 par
Baker et collaborateurs (Baker et al. 2006) et les Nanohaloarchaeota en 2011 par Narasingarao et
collaborateurs (Narasingarao et al. 2012). Le groupe des ARMAN pour « archaeal Richmond Mine
acidophilic nanoorganisms » a été trouvé dans les mines acides de Richmond, au niveau de biofilms
principalement dominés par des archées de type thermoplasmatales (Thermoplasma et
Ferroplasma) et des bactéries du genre Leptospirillum. En 2010, trois génomes ont été publiés,
reconstruits a partir de données métagénomiques (Baker et al. 2010) : ‘Candidatus Micrarchaeum
acidiphilum ARMAN-2’, ‘Candidatus Parvarchaeum acidiphilum ARMAN-4’ et ‘Candidatus
Parvarchaeum acidophilus ARMAN-5’. Ces deux derniers genomes sont tres proches en termes de
similarité de séquences. Dans les trois cas, il s'agit de toutes petites archées comparables a N.
equitans en termes de taille (environ 500 nm de diametre), mais leurs génomes sont deux fois plus
gros (environ 1 megabase) bien qu’ils aient des caractéristiques comparables telles que 1’absence de
nombreux genes essentiels ou des genes splittés chez ‘Ca. Micrarchaeum acidiphilum ARMAN-2.
Les absences de génes demanderont a étre confirmées car ces génomes ne sont pas totalement
complets. Leurs caractéristiques cellulaires et génomiques portent a croire qu’elles ont un type de
vie parasitique ou symbiotique mais n’étant pas cultivées, ce point reste sans réponse. Enfin, les
Nanohaloarchaea sont de petites archées halophiles dont les génomes ont été séquencés d’apres des
données métagénomiques. C'est le cas pour ‘Candidatus Nanosalinarum sp.” et ‘Candidatus
Nanosalina sp.” (Narasingarao et al. 2012) dont le séquencage a €té suivi de pres par celui de
‘Candidatus Haloredivivus® (Ghai et al. 2011). Ces trois génomes ont une taille d’environ 1,2
megabases et ‘Ca. Nanosalinarum sp.” et ‘Ca. Nanosalina sp.” ont des cellules de trés petite taille,
environ 600 nm. Les analyses phylogénétiques ont placé ces organismes au sein des Euryarchaeota,
comme groupe frére des Halobacteria. C’est pourquoi la nouvelle classe des Nanohaloarchaea a été
proposée par Narasingarao et collaborateurs (Narasingarao et al. 2012).

L’un des derniers phyla d’archée a avoir été proposé est celui des Aigarchaeota par Nunoura
et collaborateurs en 2011 (Nunoura et al. 2011), lors de la publication du génome composite de
‘Candidatus Caldiarchaeum subterraneum’. Cet organisme appartient au groupe HWCGI (Hot

Water Crenarchaeotic Group 1), un groupe d’organismes thermophiles, non cultivés, et
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phylogénétiquement proche des Thaumarchaeota et des Crenarchaeota tout en en étant distinct.
Cette position basale dans I’arbre des archées et des caractéristiques génomiques particulieres, telles
que la présence de protéines typiquement eucaryotes intervenant dans le systéme ubiquitine-
protéasome (systéeme de marquage des protéines par 1’ubiquitine en vue de leur dégradation par le
protéasome) ont conduit les auteurs a proposer la création du nouveau phylum. Ils proposent le nom
d’« Aigarchaeota », du grec « avyn », « aigi » pour «aurore », ces organismes présentant des
caractéristiques intermediaires entre les hyperthermophiles et les mésophiles dans cette partie de
I’arbre des archées.

Depuis, le phylum « Geoarchaeota » ou « NAG1 » (pour « novel archaeal group 1 ») a été
proposé par Kozubal et collaborateurs en 2013 (Kozubal et al. 2013), d’aprés ’analyse de quatre
génomes construits a partir de métagénomes issus de tapis microbiens du parc de Yellowstone. Cet
environnement est acide, a une haute température (65-80°C), contient du fer ferreux et une faible
concentration d’oxygene. Ces organismes se placeraient en groupe frere des Crenarchaeota et
auraient des caractéristiques génomiques particuliéres par rapport aux autres archées, ce qui a
conduit les auteurs a proposer la création d’un nouveau phylum. Néanmoins, leur position
phylogénétique demanderait a étre confirmée, particulierement au regard de leur position basale

supposée dans I’arbre des archées.

b. Les années 2000 : Séquencage de nombreux génomes complets

Depuis la découverte des archées en tant que domaine a part entiére, la phylogénie
moléculaire a toujours été un outil privilégié pour leur étude. Le séquencage de génomes complets a
donc représenté une grande avancée, de facon générale en biologie mais particulierement pour la
connaissance de ce domaine. En effet, peu d'espéces d’archées sont cultivées par rapport aux
eucaryotes et aux bactéries, et peu d’outils de génétique et de biologie moléculaire ont pu étre
développés du fait de leurs particularités cellulaires, de conditions de vie et méme génétiques (bien
que de plus en plus de modéles aient été développés ces dernieres années (Leigh et al. 2011)).
L’accés aux séquences completes de leurs génomes a apporté une quantité de données sans
précédent sur ces organismes encore mal connus. Methanococcus jannaschii fut la premiére archée
dont le génome a été complétement séquencé en 1996 (Bult et al. 1996). Depuis, 227 génomes
d’archées ont été complétement séquencés (Kyrpides 1999)(aout 2013). Bien que ne couvrant pas la
totalite de la diversité des archées, au moins un génome representant chaque phyla est disponible a
I'neure actuelle (Euryarchaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota, Thaumarchaeota, et Nanoarchaeota).

Pour certaines especes, plusieurs souches sont séquencées ce qui permet des études de génomique
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comparee a petite échelle taxonomique. L’exemple le plus important est celui de I’espéce Sulfolobus
islandicus dont 15 souches sont séquencées. Certaines ont été étudiées par génomique comparative
par Reno et collaborateurs en 2009 (Reno et al. 2009) d’un point de vue biogéographique.

La publication de génomes complets d’archées et I’augmentation en nombre et en diversité
est aussi trés importante en ce qui concerne 1’étude de leur histoire évolutive. Jusqu’ici, le marqueur
phare était ’ARNr SSU, une molécule privilégiée pour la reconstruction phylogénétique de
I’histoire des organismes, trés conservé au niveau de sa séquence et de sa fonction, et peu transféré.
Il reste néanmoins un marqueur unique et a ce titre soumis a certains biais tels qu'un nombre limité
de positions, donc de caractéres, pouvant de plus accumuler une saturation mutationnelle
importante. L’accés aux séquences de geénes codant des protéines grace aux génomes complets a
donc permis d’utiliser de nouveaux marqueurs pour reconstruire la phylogénie des archées. Les
protéines ribosomiques ont été parmi les premiéres séquences utilisées, puisque, intervenant dans le
méme systéme biologique que ’ARNr SSU, elles sont aussi trés conservées et peu transférées, ce
qui en fait des marqueurs phylogénétiques de choix. C'est d'ailleurs aussi le cas pour les sous-uniteés
de ’ARN polymérase. Et plus que 1’analyse de nouveaux marqueurs, 1’analyse conjointe de
plusieurs protéines a été rendue possible par I’arrivée des données génomiques. Ces études ont été
commencées par Matte-Tailliez et collaborateurs en 2002 (Matte-Tailliez et al. 2002), et améliorées
depuis par I’ajout de nouvelles protéines et I’augmentation de 1’échantillonnage taxonomique
(Simonetta Gribaldo and Brochier-Armanet 2006). Ces travaux ont permis de confirmer les grandes
lignes de la phylogénie obtenue par Woese en 1980 et de raffiner la phylogénie interne des
différents phyla d’archées.

Les génomes complets ont tout d’abord été obtenus a partir d’organismes cultivés pour des
raisons évidentes de quantité de matériel génétique nécessaire au séquencage et de sécurité quant
aux contaminations. Ainsi que je 1’ai déja évoqué, des génomes peuvent étre séquences pour des
organismes non isolés en culture pure a partir de données métagénomiques, comme par exemple
Cenarchaeum symbiosum (Hallam et al. 2006). De plus en plus de génomes sont reconstruits de
cette maniére, par exemple ceux des trois archées appartenant au groupe ARMAN (Baker et al.
2010), ou a partir d'une culture enrichie pour celui de ‘Candidatus Korarchaeum cryptofilum’
(Elkins et al. 2008). Cette stratégie méne normalement a l'obtention de ce qu'on appelle un génome
composite. Aujourd’hui, le séquencage a partir de cellules uniques est devenu possible et le premier
génome ainsi sequence, celui de la bactérie ‘Candidatus Sulcia muelleri DMIN’, a été publie en
2010 (Woyke et al. 2010). La premiére archée séquencée de cette fagon a été ‘Candidatus
Nitrosoarchaeum limnia SFB1’ en 2011 (Blainey et al. 2011), un membre des Thaumarchaeota

(anciennement crenarchaeota du groupe 1), dont les représentants sont tres difficiles a cultiver
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encore aujourd’hui. Cette nouvelle technique ouvre des portes quant a la connaissance de
I'ensemble des groupes non cultivés d’archées, comme le montre la publication trés récente de
Rinke et collaborateurs, décrivant le séquencage de 201 archées et bactéries, principalement issues
de groupes peu connus (Rinke et al. 2013). L’accés a leurs séquences génomiques pourrait
permettre d’en savoir plus sur leur évolution, bien sdr, mais aussi sur leurs métabolismes potentiels
et, peut étre, sur les conditions nécessaires a leur développement, ce qui pourrait servir a mettre en

place des milieux propices a leur culture pour une étude in vivo plus approfondie.

3. Conclusion

La découverte des Archaea en tant que domaine du vivant a part entiére est étroitement liée a
I’étude de I’évolution grace a des données moléculaires, tres vite remplacées par la phylogénie
moléculaire. Les difficultés de culture d’une grande partie de leur diversité ont aussi renforcé
I’importance des données génomiques dans 1’étude des archées. Ces raisons historiques expliquent
que I’étude des archées soit intimement liée a celle de leur histoire évolutive et de leurs génomes ;
¢’est pourquoi il m’a parut important de rappeler les grandes étapes historiques qui ont conduit a la

connaissance actuelle de ce domaine du vivant, et I’importance de 1’étude de leur évolution.
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B. Phylogénie des Archaea

1. Diversité des Archaea : la phylogénie de ’ARNr SSU

Comme nous venons de le voir six phyla d’archées sont actuellement relativement acceptés :
les Euryarchaeota et les Crenarchaeota, les deux phyla originellement proposé par Woese en 1980,
les Korarchaeota, les Nanoarchaeota, les Thaumarchaeota et les Aigarchaeota. Ces six phyla
regroupent des organismes trés divers et j’aimerais ici présenter une vue d’ensemble non exhaustive
de cette diversité. La Figure 7, ci-dessous, est un arbre publié par Schleper et collaborateurs en 2005
(Christa Schleper, Jurgens, and Jonuscheit 2005), inféré sur les séquences d’ARNr SSU d’archées
cultivées et non cultivées. Bien que datant de 2005, cette phylogénie est tres compléte en ce qui
concerne les groupes non cultivés et donne un bon apergu de ce que 1’on connait de la diversité des

archées actuellement.

31



Phylogénie et évolution des Archaea, une approche phylogénomique
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Figure 7. Phylogénie des archées cultivées et non cultivées. (Christa Schleper, Jurgens, and Jonuscheit
2005). Inféré a partir de I’ARNr SSU, cet arbre représente la diversité du domaine Archaea.

Dans cette phylogénie, le phylum Thaumarchaeota n’apparait pas en tant que tel mais regroupe le
groupe | et d’autres branches comme les SAGMCG-1. Les séquences du phylum Aigarchaeota se
placeront groupe frere de ces groupes et juste aprés les sequences de crenarchées lors de leur
découverte (Nunoura et al. 2010). Par contre, on voit bien apparaitre les autres phyla,
Euryarchaeota, Nanoarchaeota (placé sur une branche en pointillés car sa place n’est pas résolue),
Korarchaeota et Crenarchaeota. Le groupe AAG « Ancient Archaeal Group » et le clone pPOWA133

(Takai and Horikoshi 1999) représentent des sequences environnementales isolées dans une source

32



Introduction

hydrothermale sous-marine profonde au Japon. Les analyses phylogénétiques basées sur I’ARNr
SSU les placent en groupe frére d’un groupe contenant les Crenarchaeota, Korarchaeota et
Thaumarchaeota (Takai and Horikoshi 1999). Des études supplémentaires seraient nécessaires pour

évaluer I’importance de ce groupe, malheureusement trés peu d’informations sont disponibles.

a. Les Euryarchaeota

Cette phylogénie d’ARNr SSU (Figure 7) montre neuf ordres d’Euryarchaeota (en bleu
foncé) pour lesquels des génomes complets sont séquenceés et des organismes cultivés : les
Methanopyrales  (représentés par Methanopyrus kandleri), les Thermococcales, les
Archaeoglobales, les Methanobacteriales, les Thermoplasmatales, les Halobacteriales, les
Methanomicrobiales, les Methanosarcinales et les Methanococcales. Depuis ont été ajoutés les
ordres des Methalocellales (représentés ici par le groupe « Rice cluster | ») (Sakai et al. 2008) et des
Methanoplasmatales (Mihajlovski, Alric, and Brugere 2008; Paul et al. 2012) et la classe des
Nanohaloarchaea (Narasingarao et al. 2012). Le groupe des ARMAN a été défini sur la base de
séquences environnementales et depuis, trois génomes ont été publiés (Baker et al. 2010), mais il
n’est pas défini formellement comme un ordre taxonomique. Un organisme du groupe DHVE? a été
cultivé et séquencé, Aciduliprofundum boonei (Reysenbach et al. 2006) et un génome du groupe Il
d’archées marines a été reconstruit & partir de données métagénomiques (lverson et al. 2012). A ces
groupes se rajoute un nombre important de groupes d’organismes non cultivés, découverts lors
d’études environnementales telles que celles décrites plus tot. On trouve entre autre le groupe III
des archées marines, découvertes par DelLong et Furhman et collaborateurs en 1992, les groupes
ANME (pour Anaerobic Methanotrophic archaea) d’archées méthanotrophes, phylogénétiquement
proches des archées méthanogénes, ou différents groupes DHVE, pour « Deep-sea Hydrothermal

\ent Euryarchaeotic ».

Hyperthermophiles

En termes d’environnement, on trouve des Euryarchaeota dans quasiment tous les milieux.
Puisque la réputation des archées est fondée sur leur extrémophilie, commencons par les milieux
hyperthermophiles (Figure 8). Différentes classes d’euryarchées vivent dans de tels milieux, i.e. a
des températures supérieures ou égales a 80°C (Figure 9). Les Thermococcales sont tous
hyperthermophiles, et ont été observés dans des sources hydrothermales terrestres ou sur des
cheminées hydrothermales sous-marines, de surface ou profondes. Une espéce a méme été isolée

depuis un puits de pétrole, Thermococcus sibiricus (Mardanov et al. 2009). Leurs températures de
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croissance optimale varient entre 80 et 100°C. Ce sont des organismes anaérobes,
chimiorganotrophes ou chimiolitotrophes, utilisant le soufre comme accepteur final d’électrons. Les
Archaeoglobales sont aussi des organismes hyperthermophiles anaérobes vivant dans des sédiments
de sources chaudes ou des cheminées hydrothermales. Les especes du genre Archaeoglobus sont
sulfato-reductrices, propriété relativement rare dans le vivant, partagée seulement avec quelques
bactéries comme les Desulfurovibrio (von Jan et al. 2010). L’organisme Ferroglobus placidus,
archaeoglobale isolé dans un systéme hydrothermal sous-marin peu profond & Volcano en ltalie,
n’est pas sulfato-reducteur, mais est capable d’oxyder le fer a pH neutre alors que cette capacité
n’avait été observée que dans des milieux soit a pH acide, soit a basse température (Hafenbradl et
al. 1996). Des groupes d’organismes non cultivés tels que les groupes DHVE, ont été détectes sur
des fumeurs sous-marins et un organisme du groupe DHVE2 a été isolé et séquence,
Aciduliprofundum boonei, phylogénétiquement proche des Thermoplasmatales et thermoacidophile
(Reysenbach et al. 2006).

Un certain nombre de méthanogénes sont aussi hyperthermophiles, comme certains
Methanococcales, Methanobacteriales et Methanopyrus kandleri (Kurr et al. 1991), seul
représentant des Methanopyrales dont le génome ait été séquencé et pouvant vivre jusqu’a une

température de 110°C.

Figure 8. Champ hydrothermal d’El Tatio au Chili. Photographies de Purificacion Lépez-Garcia.
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Figure 9. Euryarchées hyperthermophiles. A : Coupe fine de Methanopyrus kandleri (Kurr et al. 1991)
Barre=1um. B : Cellules d’Archaeoglobus profundus, image de microscopie électronique a balayage (von Jan
et al. 2010).

Mésophiles et psychrophiles

A contrario, on trouve aussi des euryarchées dans des milieux extrémement froids. Les
groupes d’archées non cultivées Il et Il découverts dans les oceéans (DeLong 1992; Fuhrman,
McCallum, and Davis 1992) ont été la premiere preuve que des archées sont présentes dans ces
milieux océaniques froids, I’eau pouvant avoir une température de 1’ordre de 4°C. En réalité, ces
milieux froids ou tempérés (jusqu’a 50°C) sont plutdt majoritaires sur terre, et les organismes
mésophiles (vivant entre 4 et 50°C) et psychrophiles (vivant a des températures inferieures a 4°C)
sont trés abondants, y compris parmi les archées (Cavicchioli 2006). L'espece halophile
Halorubrum lacusprofundi a été la premiére archée détectée dans ce genre de milieux extrémement
froid, en ’occurrence a Deep Lake en Antarctique (P.D. Franzmann et al. 1988). Des méthanogenes
ont été isolés dans des eaux douces, par exemple & Ace Lake en Antarctique (P D Franzmann et al.
1997; P.D. Franzmann et al. 1992), ou dans de I’eau de mer, a Skan Bay en Alaska (Cavicchioli
2006). Mais la majeure partie de la diversité d’Euryarchaeota vivant a basse température est encore

peu connue et non cultivée.
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Figure 10. Diversité des archées mésophiles. Adapté de Schleper et collaborateurs 2005 (Christa Schleper,
Jurgens, and Jonuscheit 2005) par Cavichioli en 2006 (Cavicchioli 2006), cet arbre montre en bleu les
groupes d’archées connues pour vivre dans des environnements froids ou dont la description contient le

mot « cold ».

La Figure 10 montre, en bleu, les groupes d’archées décrites dans des milieux froids. Parmi
celles-ci on retrouve les archées du groupe Il décrites dans des échantillons récoltés en Antarctique
par DeLong en 1994 (DeLong et al. 1994), ou les archées du groupe SM1, identifiées dans des
marais sulfureux a une température d’environ 10°C (Rudolph, Wanner, and Huber 2001). Sans avoir
besoin de descendre a des températures aussi basses, de nombreuses archees sont observees dans
des milieux mésophiles, tels que notre bouche ou des riziéres pour certains méthanogenes (Knittel
and Boetius 2009). La plupart des halophiles sont aussi mésophiles, et vivent par exemple dans des

lacs salés ou sur la surface d’aliments soumis a salaison.
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Halophiles

Un autre exemple d’extrémophilie est 1’halophilie, I’adaptation a des milieux hypersalins,
tels que la Mer Morte ou des aliments salés. Deux ordres d’archées phylogénétiquement proches
sont particulierement adaptés a ces milieux, les Halobacteriales et les Nanohaloarchaea. Ces
organismes sont capables de croitre a des concentrations en sel entre 2,5 et 5,2 M de NaCl pour les
plus extrémes, et entre 0,5 et 2,5 M pour les halophiles modérés. Les environnements dans lesquels
ils se développent sont tres divers, dans la mesure ou la concentration en sel est forte, par exemple,
Haloterrigena turkmenica a été isolé dans des sols (Zvyagintseva and Tarasov 1988),
Halalkalicoccus jeotgali sur des crustacés fermentés au sel (Roh et al. 2010) et Haloferax volcanii
vit dans la Mer Morte (Mullakhanbhai and Larsen 1975).

Les Halobacteriales sont pour la plupart aérobies et contiennent des pigments de type
caroténoides, donc rouges, ce qui donne a leurs colonies des couleurs vives et caractéristiques,
comme 1’on peut le voir sur la Figure 11. Certains sont anaérobes et photohétérotrophes grace a la
bactériorhodopsine, une pompe a proton spécifique a ce groupe, utilisant la lumiére comme source
d’énergie. Le gradient de protons généré permet la synthése d’ATP (Hartmann, Sickinger, and
Oesterhelt 1980). Une caractéristique génomique de ce groupe est la présence de plusieurs
chromosomes ou de nombreux megaplasmides pouvant contenir jusqu’a plusieurs centaines de
génes, alors que le génome de la plupart des archées se trouve sur un seul chromosome et,
potentiellement, quelques plasmides de petite taille. Enfin, on peut rappeler ici que la premiere
archée décrite en 1880 par Farlow était une halophile, Halococcus (Farlow 1880; KOCUR and
Hodgkiss 1973).
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Figure 11. Archées halophiles. A : Salar du Lac d’Atacama au Chili. Les trainées rouges sont des colonies
d’archées halophiles filamenteuses. Photographie de Purificacién Lépez-Garcia. B : Haloquadratum walsbii,
une halobacteriale a la forme caractéristique carrée et plate. Photographie de Francisco Rodriguez-Valera.
Barre= 1um

Acidophiles

Enfin, des archées sont adaptées aux milieux extrémement acides, particulierement les
Thermoplasmatales, Aciduliprofundum boonei, archée du groupe DHVE2, phylogénétiquement
proches des Thermoplasmatales, et les archées du groupe ARMAN. La plupart des
Thermoplasmatales et les ARMAN ont été mises en évidence dans des mines acides ou dans des
champs hydrothermaux volcaniques (Figure 12), a des pH compris entre 1 et 2 (Dopson et al. 2004;
Darland et al. 1970). L’organisme Picrophilus torridus, isolé dans un sol volcanique sulfureux au
Japon, est capable de croitre a un pH de 0 (C Schleper et al. 1995). L'ordre Thermoplasmatales est
aussi caractérisé par I’absence de paroi cellulaire (Darland et al. 1970; Dopson et al. 2004; C
Schleper et al. 1995), leur donnant ainsi une morphologie proche des bactéries du groupe
Mycoplasmatales avec lesquels ces organismes étaient classés jusqu’a ce que Woese analyse leurs
ARNr SSU(C R Woese, Magrum, and Fox 1978). Ces organismes acidophiles peuvent aussi étre
thermophiles, vivant a des températures comprises entre 35 et 70°C. Aciduliprofundum boonei a été
isolé depuis des échantillons de cheminées hydrothermales sous-marines. Cet organisme vit a un pH
Iégerement plus élevé (entre 3 et 4) mais a des températures plus hautes, autour de 70°C
(Reysenbach et al. 2006).
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Figure 12. Mine acide a Rio Tinto en Espagne. La couleur rouge-brune de I’eau sur les photos de gauche est
due a la présence de métaux, et particulierement de fer oxydé en solution. L’eau de la photo de droite est a
pH trés bas, autour de 1, et sa couleur verte est due a du fer ferreux, non oxydé. Photographie de
Purificacidn Lépez-Garcia.

Figure 13. Archées acidophiles. A : Picrophilus oshimae en coupe fine. Cette archée a été isolée dans une
source chaude sulfureuse au Japon, a une température de I'ordre de 55°C et un pH inferieur a 0,5 (C
Schleper et al. 1995) Barre=1um. B : Thermoplasma acidophilum en coupe fine a gauche. Elargissement sur
la membrane a droite, montrant I'absence de paroi cellulaire, caractéristique des Thermoplasmatales
(Darland et al. 1970).
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Méthanogenes et methanotrophes

Les méthanogénes sont des organismes capables de produire du méthane a partir de
composés organiques ou inorganiques (CO,, méthanol ou composés méthylés), le méthane étant le
produit principal de ce métabolisme énergétique. Seules des archées possedent les enzymes
nécessaires a ce métabolisme complexe (Offre, Spang, and Schleper 2013; Y. Liu and Whitman
2008). Actuellement sept ordres de méthanogénes ont été décrits, tous des euryarchées, bien que ces
ordres ne forment pas un ensemble monophylétique. Les Methanopyrales, les Methanobacteriales
et les Methanococcales sont plus proches entre eux et ont été proposes comme « Methanogen Class
| » par Bapteste et collaborateurs en 2005 (Eric Bapteste, Brochier, and Boucher 2005). Les
Methanosarcinales, les Methanomicrobiales et les Methanocellales (anciennement Rice Cluster |
(Sakai et al. 2008)) sont plus proches entre eux et ont été proposés comme « Methanogen Class 11 »
(Eric Bapteste, Brochier, and Boucher 2005). Cependant, la monophylie de ces deux « classes » est
toujours discutée (Brochier-Armanet, Forterre, and Gribaldo 2011). Le septieme ordre de
méthanogénes a été proposé treés récemment par Paul et collaborateurs (Paul et al. 2012) suite a
I’analyse de nombreuses séquences environnementales se placant a proximité des
Thermoplasmatales (Mihajlovski, Alric, and Brugere 2008; Paul et al. 2012). Le géne mrcA qui
code pour la sous-unité alpha du méthyl-coenzyme M, marqueur moléculaire classique des archées
méthanogénes, a été amplifié a partir des mémes échantillons que les ARNr SSU étudiés. Les
phylogénies de ces deux marqueurs (mrcA et ARNr SSU) correspondent, renforcant I'idée que ces
séquences environnementales représenteraient en réalité un nouvel ordre d’archées méthanogenes,
et le nom de Methanoplasmatales a €té proposé. Ces organismes ont été observés dans des milieux
tres divers, mais toujours anoxiques, tels que des sédiments marins, d’eau douce, des sols de marais,
des riziéres, le rumen de bovins, les tractus gastro-intestinaux de différents animaux (gros
mammiferes, insectes...), des tourbieres, mais aussi dans des milieux considérés comme plus
extrémes, comme des sources chaudes, des hydrocarbures pétroliers ou des sédiments hypersalins
(Y. Liu and Whitman 2008).

Les groupes ANME-1, -2 et -3 sont des groupes d’euryarchées non cultivées
méthanotrophes, détectées dans les mémes environnements que les méthanogenes (Knittel and
Boetius 2009; Mills et al. 2005; Offre, Spang, and Schleper 2013). Ces organismes sont caractérises
par leur capacité a oxyder le méthane en anaérobiose. Il est donc logique qu’ils vivent dans les
mémes milieux que les méthanogenes. La plupart du temps des bactéries capables de réduire le
sulfate se trouvent aussi dans ces mémes milieux, ce qui permettrait une oxydation anaérobique du
méthane («AOM » pour «Anaerobic Oxydation of Methane ») dépendante du sulfate avec

production d’énergie pour les archées ANME et les bactéries sulfato-reductrices (Offre, Spang, and
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Schleper 2013; Knittel and Boetius 2009). D’un point de vue environnemental, ce processus AOM
balancerait la production de méthane biologique et son émission dans 1’atmosphére puisqu’il
consommerait une grande part de cette production, particulierement dans les environnements marins
(Reeburgh 2007). L’impact écologique de ces deux populations d’archées, méthanogeénes et

méthanotrophes, est donc trés important.

Figure 14. Archées méthanogenes et leurs habitats. A : Tapis microbien anoxique sous-marin, dans lequel
sont présentes des archées méthanogénes et des méthanotrophes. Photographie de Purificacidon Lopez-
Garcia. B: Methanobacterium oryzae, une archée méthanogéne isolée dans un champ de riz aux
Philippines. Barre= 10um. (Joulian et al. 2000). C: Ovis arie. Certains méthanogenes ont été isolés depuis
leur tractus digestif, comme Methanosarcina barkeri. Photographie de Celine Petitjean.
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b. Les Nanoarchaeota

Actuellement Nanoarchaeum equitans est le seul représentant cultivé de ce phylum et dont
le génome ait été séquencé (H. Huber et al. 2002). C’est une archée hyperthermophile, de toute
petite taille (~ 400 nm), avec un génome trés réduit et vivant justement en symbiose avec
Ignicoccus hospitalis, une crenarchée avec laquelle elle a pu étre cultivée (H. Huber et al. 2002)
(Figure 13). Le séquencage de son génome a révélé des caractéristiques particulieres typiques des
organismes symbiotiques (Waters et al. 2003), a savoir un génome tres réduit avec absence de
beaucoup de génes essentiels du métabolisme (biosynthése des acides aminés, nucléotides,
cofacteurs et lipides), des genes intervenant dans les différentes voies d’assimilation du carbone ou
de trois ARNt (glutamate, histidine et tryptophane). L’absence de ces génes rend N. equitans
complétement dépendant d’l. hospitalis et tend a confirmer son évolution par réduction de genome
due a un mode de vie symbiotique. On trouve aussi 10 genes coupés en deux dans ce génome alors
qu’ils sont codés en une seule séquence chez la majorité des autres archées. Ce nombre est assez
important comparativement aux autres archées, et certains des génes concernés sont impliqués dans
des processus cellulaires essentiels, comme I’ADN polymérase I, ’alanyl-ARNt synthétase ou la
sous-unité B de I’ARN polymérase. Sa position phylogénétique et la justification de la création d’un
phylum a part entiére seront discutées plus tard.

Trées récemment un deuxiéme genome de Nanoarchaeota a été sequencé par
métagénomique : « Nstl » (Podar et al. 2013). Cet organisme vivrait en symbiose avec une
crenarchée de I’ordre des sulfolobales. Bien que son génome soit environ deux fois plus grand (de
I’ordre de 1 mégabase) que celui de N. equitans (de I’ordre de 0,5 mégabase), on retrouve aussi des
pertes massives de génes du métabolisme et un certain nombre de genes coupés en deux, certains
communs avec N. equitans. Ce génome semble donc avoir subi une évolution par réduction mais

moins drastique que celui de N. equitans.
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Figure 15. Nanoarchaeum equitans et Ignicoccus hospitalis, son hote. (H. Huber et al. 2002). Barre= 1um.
A: Image de microscopie confocale laser aprés hybridation avec le marqueur rouge CY3 pour
Nanoarchaeum equitans et le marqueur vert rhodamine-green pour |. hospitalis. B : Image de microscopie
électronique d’l. hospitalis et de quatre cellules de N. equitans accrochées.

c. Les Crenarchaeota

Les Crenarchaeota sont des organismes hyperthermophiles ou thermophiles répartis en cinq
ordres : les Desulfurococcales, les Sulfolobales, les Thermoproteales, ainsi que les Acidilobales et
les Fervidicoccales, deux nouveaux ordres proposés en 2009 (Prokofeva et al. 2009) et en 2010
(Perevalova et al. 2010). La plupart des Thermoproteales et des Desulfurococcales sont anaérobes
et hyperthermophiles, alors que les Sulfolobales ont plutdt tendance a étre aérobes et que leurs
températures de croissance sont plus basses que celles observées dans les deux autres groupes. Les
environnements dans lesquels on les trouve peuvent étre les mémes que ceux dans lesquels sont
présents les euryarchées hyperthermophiles (Figure 8), a savoir des sources chaudes terrestres ou
des sources hydrothermales sous-marines, de surface ou profondes, par exemple les fumeurs noirs

et blancs présents au niveau des dorsales océaniques (Figure 16).
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Figure 16. Fumeur noir de la dorsale océanique East Pacific Rise. Environnement hyperthermophile dans
lequel se trouvent particulierement des Desulfurococcales. Photographie de Purificacion Lépez-Garcia.

Les Desulfurococcales sont les crenarchées les plus hyperthermophiles. Leurs températures
de croissance varient autour de 90°C, et peuvent monter jusqu’a plus de 100°C. Par exemple,
Pyrolobus fumarii a une température optimale de croissance de 106°C mais est capable de croitre
jusqu’a 113°C (Anderson, Goker, et al. 2011). Cette archée a été isolée dans des fumeurs
hydrothermaux des fonds sous-marins, 1’augmentation de la pression avec la profondeur permettant
de telles températures. La majorité des Desulfurococcales sont anaérobes, stricts ou facultatifs, et
leurs métabolismes sont assez variés. Par exemple, Hyperthermus butylicus (Brugger et al. 2007) ou
Ignicoccus hospitalis (Podar et al. 2008) sont anaérobes et sulfato-réductrices et ont été isolées dans
des sources hydrothermales sulfureuses. Certaines sont hétérotrophes, comme Staphylothermus
hellenicus (Anderson, Wirth, et al. 2011), Thermosphaera aggregans (Spring et al. 2010), ou
Ignisphaera aggregans (Goker et al. 2010). Desulfurococcus fermentans, isolée dans une source
chaude au Kamchatka en Russie, est méme capable de dégrader la cellulose (Susanti et al. 2012).
Ignicoccus hospitalis, 1’hote de Nanoarchaeum equitans, est une désulfurococcale isolée a partir
d’une source chaude sous-marine en Islande. Elle a une température de croissance de 95°C (Podar
et al. 2008). Parmi les membres du genre Ignicoccus, seul 1. hospitalis est I’hote de N. equitans ou
d’un symbiote tout court. Les Ignicoccus ont une cytologie particuliére avec une double membrane
cellulaire et un périplasme trés important entre la membrane cellulaire interne et la membrane
externe, dans lequel de nombreuses vésicules sont présentes (Rachel et al. 2002).

Les Acidilobales ont été proposés récemment par Prokofeva et collaborateurs en 2009
(Prokofeva et al. 2009), et incluraient les organismes des genres Acidilobus et Caldisphaera. Ces
organismes sont thermophiles, anaérobes, organothrophes et acidophiles. Ils ont été isolés dans
différentes sources chaudes acides, au Kamchatka en Russie, a Laguna aux Philippines ou dans le

parc de Yellowstone aux Etats-Unis. Les analyses phylogénétiques de leur ARNr SSU les placent
44



Introduction

groupe frére des Desulfurococcales, conduisant les auteurs a proposer un nouvel ordre de
Crenarchaeota. Le génome complet d’Acidilobus saccharovorans, isolée au Kamchatka, a été
séquencé en 2009 (Prokofeva et al. 2009). Il a révélé de nombreuses voies métaboliques laissant
supposer qu’il est capable d’utiliser une treés large gamme de composés organiques produits par les
organismes lithoautotrophes vivant dans les mémes environnements.

Peu de temps apres, en 2010, un nouvel ordre de Crenarchaeota est proposé, les
Fervidicoccales (Perevalova et al. 2010), apres I’isolement de Fervidicoccus fontis dans les sources
chaudes volcaniques du Kamchatka. C’est un organisme thermoacidophile (croissance optimale
entre 65 et 70°C, a pH 5,5-6), anaérobe et organotrophe. L’analyse phylogénétique de I’ARNr SSU
de cet organisme le place en groupe frére des Acidilobales, avec d’autres séquences
environnementales trouvées dans des environnements de type sources hydrothermales a
Yellowstone ou en Islande. Cette position phylogénétique a conduit les auteurs a proposer que ces
séquences soient les représentantes d’un nouvel ordre.

Les Thermoproteales sont aussi des organismes hyperthermophiles et anaérobes pour la
plupart. Ils vivent aussi dans ces mémes milieux et principalement dans des sources chaudes
terrestres sulfureuses, les solfatares, a des températures légerement plus basses que les
Desulfurococcales. Certains sont Iégerement acidophiles et ont été isolés a des pH inferieurs a 7,
comme Thermoproteus tenax, isolé & un pH de 5,6 dans un solfatare en Islande (Zillig et al. 1981;
Siebers et al. 2011). On trouve aussi une variété importante de métabolismes : des organismes
organotrophes comme Caldivirga maquilingensis, hétérotrophe et microaérophile, des organismes
capables de croitre de facon lithotrophe et organotrophe, comme Pyrobaculum arsenaticum,
utilisant I’hydrogéne comme donneur d’électrons pour la réduction de I’arsenate et de composés
sulfurés pour une croissance chimiolithoautotrophe et qui utilise ces derniers composés comme
accepteurs d’électrons pour une croissance organotrophe (R. Huber et al. 2000).

Enfin les Sulfolobales sont des organismes thermophiles ou hyperthermophiles plus modérés
que les autres ordres, leurs températures de croissance sont plutét comprises entre 60 et 85°C, et on
les trouve principalement dans des sources chaudes terrestres, comme celles de Solfatare en Italie,
de Yellowstone ou du Kamchatka. On trouve aussi plus d’organismes aérobies dans ce groupe, alors
qu’ils sont minoritaires dans les autres ordres de Crenarchaeota, et d’acidophiles extrémes, vivant a
des pH entre 2 et 5. Par exemple Sulfolobus acidocaldarius, le premier hyperthermoacidophile
caractérisé depuis un solfatare terrestre par Brock et collaborateurs en 1972 (Brock et al. 1972),
croit entre 75 et 80°C, a un pH entre 2 et 3, et est strictement aérobie et organotrophe (Chen et al.
2005).
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Figure 17. Crenarchées. A : Image de microscopie électronique d’une cellule d’Ignicoccus (Rachel et al.
2002). On observe le large périplasme entre la membrane interne et la membrane externe. Barre=1um. B :
Colonie de cellules de Metallosphaera cuprina, une sulfolobale. Barre= 5um. (L.-J. Liu et al. 2011). C : Coupe
fine de cellules d’Acidilobus saccharovorans, une acidilobale. Barre= 0,5um. (Prokofeva et al. 2009).

d. Les Thaumarchaeota

Les Thaumarchaeota ont été découverts par DeLong et Furhmann en 1992 et nommés
« groupe | ». Phylogénétiquement proches des Crenarchaeota elles étaient considérées comme des
« Crenarchaeota mésophiles » (DeLong 1992; Fuhrman, McCallum, and Davis 1992). En 2008,
apres la publication du génome de Cenarchaeum symbiosum, Brochier-Armanet et collaborateurs
ont réanalysé la position de ce groupe par des méthodes de phylogénomique et ont proposé que les
membres du groupe | ne soient pas des Crenarchaeota mais un phylum a part entiere. Ils ont proposé
le nom de « Thaumarchaeota » (Brochier-Armanet et al. 2008). De nombreux organismes se placent
parmi les Thaumarchaeota, mais trés peu sont cultivés axéniquement, le premier a été
Nitrosopumilus maritimus (Figure 18), 18 ans aprés la découverte de ces archées (Kénneke et al.
2005).
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Figure 18. Thaumarchées. A : Axinella mexicana, une éponge, est I’'h6te de Cenarchaeum symbiosum
(Delong 2003). B : Nitrosopumilus maritimus, premiere thaumarchée isolée en 2005, vivant dans les milieux
marins (Kénneke et al. 2005) Barre=0,1um.

Les Thaumarchaeota sont des organismes capables de realiser la premiere étape de la
nitrification, a savoir 1’oxydation aérobie de I’ammoniac, NH3 en nitrite, NO,™ . Cette capacité est
trés rare dans le vivant, et jusqu’a la description des thaumarchées elle n’était connue que chez
quelques beta- et gamma-protéobactéries (AOB, pour Ammonia-Oxydizing Bacteria). Cette
réaction est catalysée par I’ammonia monooxygénase AMO, composée de trois sous-unités : AmoA,
AmoB et AmoC chez les archées (Stahl and de la Torre 2012). Les thaumarchées dominent une
partie de la biosphére des océans en eau profonde, comme 1’ont montré Karner et collaborateur en
2001 (Karner, DeLong, and Karl 2001). Leur capacité d’oxydation de 1’ammoniac en nitrite
associée a I’importance en biomasse de ces organismes en fait des acteurs majeurs du cycle
biogéochimique de 1’azote.

Depuis, de nombreuses études environnementales ont démontré leur présence dans la plupart
des environnements. En effet, bien qu’elles aient été¢ découvertes dans des milieux mesophiles, des
thaumarchées sont présentes dans des milieux extrémement divers, et pas uniqguement mésophiles.
Dans I’océan profond, bien sir, ou moins profond, par exemple Cenarchaeum symbiosum qui vit en
symbiose avec I'éponge Axinella mexicana (Preston et al. 1996).0n les trouve aussi dans les sols
(Nitrososphaera viennensis (Tourna et al. 2011)), dans des sédiments marins (‘Candidatus
Nitrosopumilus salaria’ (Mosier et al. 2012) ou ‘Candidatus Nitrosopumilus sediminis’ (Park et al.
2012)). D’autres lignées sont présentes dans des milieux thermophiles tels que des tapis microbiens
de sources chaudes (Nitrososphaera gargensis (Hatzenpichler et al. 2008)) ou dans des sources

chaudes a Yellowstone (‘Candidatus Nitrosocaldus yellowstonii’ (de la Torre et al. 2008)) ; ces deux
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derniers organismes sont donc thermophiles. Récemment de nouveaux groupes trés divergents,
HTCL1 et HTC2, pour « Hot Thaumarchaeota-related Clade » 1 et 2, ont été décrits par Eme et
collaborateurs en 2013 (Eme et al. 2013) a partir d’échantillons de sources chaudes du Kamchatka.
La Figure 19 montre une phylogénie de I’ARNr SSU des Thaumarchaeota issue de cet article,

représentative de leur diversité.
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Figure 19. Phylogénie des Archées centrée sur les Thaumarchaeota non cultivées. Arbre non raciné, inféré
sur 1064 positions de 105 séquences d’ARNr SSU (Eme et al. 2013).
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Il est intéressant de noter que des organismes mésophiles et thermophiles sont présents chez les
Thaumarchaeota mais que les organismes mésophiles sont polyphylétiques, plusieurs transitions ont
donc dd se produire de la thermophilie a la mésophilie ou inversement. Plusieurs travaux de Lopez-
Garcia et collaborateurs ont montré que les transferts horizontaux de génes ont joué un role
important dans 1’évolution du génome des Thaumarchaeota marines (groupe I) et particuliérement
dans I’adaptation a leur milieu océanique profond froid et pauvre en nutriments (LOpez-garcia,
Brochier, Moreira, & Rodriguez-valera, 2004 ; Brochier-Armanet et al., 2011) (cf. Chapitre 3).

La Figure 19 illustre également le fait que la majeure partie de la diversité des thaumarchées
est non cultivée. Ainsi, trées peu de génomes complets sont disponibles. En dehors de celui de
Cenarchaeum symbiosum en 2006 (Hallam et al. 2006), de plus en plus de génomes sont séquencés
pour ce phylum ces deux dernieres années, mais la plupart appartiennent au groupe I.1a, proche de

Nitrosopumilus maritimus, séquencé en 2010 (Walker et al. 2010).

e. Les Aigarchaeota

Ce phylum proposé par Nunoura et collaborateurs en 2011 (Nunoura et al. 2011) correspond
au groupe HWCG |, visible sur la Figure 19, ou il se place en groupe frére des Crenarchaeota. Ce
phylum a été proposé en méme temps que la publication du génome de ‘Candidatus Caldiarchaeum
subterraneum’ dont il a déja été question plus tét. Ces organismes sont présents dans des
environnements thermophiles classiques : sources chaudes terrestres (Nunoura et al. 2005) et sous-
marines, sources hydrothermales de mer profonde (Reykjavi et al. 2001). Aucun représentant n’est
cultivé. Le génome de ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’ a été obtenu a partir de I’enrichissement
d’un tapis microbien de surface dans de 1’eau géothermale d’une mine d’or, dans lequel ce groupe
HWCGI était dominant, et a été reconstruit a partir d’une banque de données métagénomiques
(Nunoura et al. 2011). Dans cette publication, les analyses phylogénétiques placent ‘Ca.

Caldiarchaeum subterraneum’ en groupe frere des Thaumarchaeota.

f. Les Korarchaeota

Le phylum Korarchaeota a été proposé en 1996 par Barns et collaborateurs (Barns et al.
1996) sur la base de séquences environnementales produites a partir d'une source chaude de
Yellowstone. En 2006 Auchtung et collaborateurs ont étudié la diversité des Korarchaeota en
construisant des amorces ciblant spécifiquement I’ARNr SSU de ce groupe. lls ont échantillonné un

grand nombre d’environnements hydrothermaux, des sources chaudes a Yellowstone et des fumeurs
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hydrothermaux de fonds sous-marins, mais aussi d’environnements non hydrothermaux tels que du
compost, des végétaux, de la salive humaine, des sols, de 1’eau, des sédiments de rivieres, etc. Le
résultat de cette étude est clair : les korarchées sont détectées uniquement dans des environnements
thermophiles (température supérieure a 55°C). La plupart des nouvelles sequences, huit, ont eté
détectées dans les eéchantillons provenant des différentes sources chaudes de Yellowstone, et une
autre séquence dans un échantillon de cheminée hydrothermale sous-marine. Les sequences
provenant d’études précédentes sont aussi issues d’environnementS thermophiles et 1’ensemble
forme un groupe monophylétique robuste, branchant avant la divergence entre Euryarchaeota et
Crenarchaeota (Auchtung, Takacs-Vesbach, and Cavanaugh 2006). Cette étude confirme la présence
de représentants de ce groupe phylogénétique dans divers environnements, mais toujours a haute
température. Le seul génome de Korarchaeota disponible a ce jour a été publié en 2008. Il s'agit du
génome de ‘Ca. Korarchaeum cryptofilum’, reconstruit a partir d’enrichissement de cellules
provenant de la source chaude « Obsidian Pool » a Yellowstone (Elkins et al. 2008). Ce génome se
révéle assez particulier, avec 1’absence de nombreux génes permettant la synthése de novo de
molécules importantes, telles que les purines, le coenzyme A ou d’autres cofacteurs, présents chez
la plupart des autres archées. Il partage avec les Euryarchaeota des fonctions liées a la maturation
des ARNt, a la réplication et réparation de I’ADN et a la division cellulaire, mais la composition
protéique de son ribosome et de son ARN Polymérase est plus proche de celles des Crenarchaeota.
Sa position phylogénétique et ses relations avec ces deux groupes peuvent donc étre considérées
comme cohérentes et ces caractéristiques pourraient avoir été présentes dans leur ancétre commun
(Elkins et al. 2008). Ce groupe reste aujourd’hui encore trés peu connu et il serait intéressant
d’avoir plus de données, génomiques et de culture, sur ces organismes ayant une place si importante

dans I’histoire évolutive des archées.
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Figure 20. ‘Candidatus Korarchaeum cryptofilum’. Ces deux photographies de microscopie montrent bien
la forme filamenteuse des cellules de ‘Ca. Korarchaeum cryptofilum’. Barre= 5um. A : Analyse en FISH. B :
Enrichissement de ‘Ca. Korarchaeum cryptofilum’. (Elkins et al. 2008).

g. Conclusion

La Figure 7, une phylogénie construite a partir de I’ARNr SSU, représente bien la diversité
des archées, cultivées ou non, avec des génomes séquencés ou non. Les différents ordres
d’Euryarchaeota et de Crenarchaeota apparaissent bien de fagon monophylétique, ainsi que les
différents groupes de Thaumarchaeota. Malgré tout, les relations entre ces groupes, ordres et phyla,
ne sont pas résolues. Ceci montre que I’utilisation dun seul marqueur, aussi puissant soit-il, n’est
pas suffisante pour résoudre les relations anciennes entre autant d’organismes. Le séquencgage
massif de génomes a ouvert la porte a I’utilisation de nouveaux marqueurs, et surtout a 1’utilisation

conjointe de ces marqueurs dans des analyses phylogénomiques.
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2. Phylogénies moléculaires inférées sur plusieurs marqueurs
a. La phylogénie des archées

Premiere phylogénie des archées

En 2002, Matte-Taillez et collaborateurs analysent pour la premiére fois des concaténations
de protéines ribosomiques pour inférer la phylogénie des archées (Matte-Tailliez et al. 2002).
Précédemment, cette phylogénie n’avait été inférée qu’a partir de I’ARNr SSU. Comme je 1’ai déja
évoqué plus tot, ce marqueur est sujet a certains biais comme la différence de vitesse d’évolution
entre séquences, ce qui conduit a de possibles attractions de longues branches (Philippe and Laurent
1998). Le nombre limité de sites qui le composent peut étre aussi responsable d’une mauvaise
résolution, particulierement au niveau des relations anciennes entre organismes, a cause du
phénomene de saturation mutationnelle (Simonetta Gribaldo and Brochier-Armanet 2009). De plus,
la phylogénie de I’ARNr SSU reste la phylogénie d’un seul géne, et pas des organismes dans leur
globalité. Bien que I’histoire évolutive de I’ARNr SSU puisse refléter celle des organismes, la
confirmation de cette hypothése par I’utilisation de nouveaux marqueurs est importante. Plusieurs
protéines avaient été utilisées dans ce but, mais toujours dans des phylogénies individuelles avec un
seul marqueur utilisé a chaque fois ; par exemple, la sous-unité B de I’ARN polymérase (Klenk and
Zillig 1994), différentes aminoacyl-ARNt synthétases (C R Woese et al. 2000), ou la chaperonne
HSP70/DnaK (R. S. Gupta 2000).

Les protéines ribosomiques sont extrémement conservées au niveau fonctionnel et sont
universelles (présentes dans I’ensemble du vivant), deux qualités qui avaient fait de I’ARNr SSU un
marqueur de choix pour la phylogénie des organismes. Treize génomes d’archées etaient
disponibles en 2002 : trois Crenarchaeota et dix Euryarchaeota. Les auteurs ont donc analysé la
phylogénie de 53 protéines ribosomiques clairement orthologues dans ces génomes, les ARNr SSU
et LSU et la sous-unité B de I’ARN polymérase (Matte-Tailliez et al. 2002). A partir de ces 53

protéines, les auteurs ont réalisé différentes concaténations (Figure 21 A et B) d’une part, et d’autre

part, fait une analyse de chaque phylogénie individuelle afin de détecter de potentiels transferts
horizontaux de genes. Enfin, ils ont ciblé dans une analyse plus fine les genes qui apparaissaient
comme ayant pu étre transferés. Ceci aura permis d'identifier huit protéines porteuses d’un signal
divergent. Cette méthode avait été mise en place et utilisée pour I’étude de la phylogénie des
bactéries a partir de marqueurs multiples la méme année (Brochier et al. 2002).
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Figure 21. Phylogénies des archées publiées en 2002. Arbres inférés par maximum de vraisemblance. A: a
partir de la concaténation de ’ARNr SSU et de I’ARNr LSU (3933 positions). B : a partir d’'une concaténation
de 45 protéines ribosomiques (6249 positions). (Matte-Tailliez et al. 2002).

La concaténation obtenue a partir de I’ensemble des 45 protéines ribosomiques ne montrant pas de
transferts (Figure 21 B) a donné un résultat trés similaire a celui obtenu par 1’analyse de la
concaténation des ARNr SSU et LSU (Figure 21 A) mais globalement avec un meilleur support des
branches. Une derniere phylogénie a été inférée a partir de la sous-unité B de I’ARN polymérase.
Elle a une topologie treés proche de celles obtenues a partir des protéines ribosomiques. Le travail de
Matte-Taillez et collaborateurs montre que les protéines ribosomiques portent dans 1’ensemble un
signal phylogénétique trés proche de celui de ’ARNr SSU et de la sous-unit¢é B de I’ARN
polymérase. Les différents marqueurs semblent donc partager la méme histoire évolutive et les
implications de cette découverte sont importantes. Tout d’abord, la congruence de [I’histoire
évolutive de ces différents systemes permet donc de poser I’hypothése que cette histoire soit
représentative de I’histoire évolutive des organismes. D'autre part, les travaux de Woese sur la
phylogénie des archées basée sur I’ARNr SSU sont donc globalement confirmés par 1’analyse de
ces nouveaux marqueurs, et I’ARNr SSU semble donc un bon marqueur pour la phylogénie des
organismes, méme s’il n’apporte pas une résolution optimale. Enfin il apparait que si certaines
protéines ribosomiques semblent avoir subi des transferts au cours de leur histoire évolutive,
I’analyse de leurs phylogénies individuelles comparées a une phylogénie de référence inférée a
partir de plusieurs marqueurs permet de les écarter.

Les deux arbres montrés dans la Figure 21 A et B ont été racinés arbitrairement entre les

Euryarchaeota et les Crenarchaeota, en accord avec les phylogénies universelles publiées
précédemment. Seulement trois especes de Crenarchaeota sont représentées pour dix
d'Euryarchaeota. Parmi ces dernieres, on peut observer 1) le groupe monophylétique formé par les
trois Pyrococcus, premiére divergence au sein des Euryarchaeota; 2) celui formé par deux
Halobacteriales (Haloarcula marismortui et Halobacterium sp.) et Methanosarcina barkeri, seule

représentante des Methanosarcinales ; et 3) celui formé par les Thermoplasmatales (Thermoplasma
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acidophilum et Ferroplasma acidarmanus). Ces cinq espéces forment d’ailleurs un groupe
monophylétique avec Archaeoglobus fulgidus, représentante des Archaeoglobales. Par contre,
Methanococcus jannaschii (une méthanococcale) et Methanobacterium thermoautotrophicum (une
méthanobacteriale) sont groupe frere dans 1’arbre inféré sur les ARNr (Figure 21 A) et
paraphylétiques dans 1’arbre inféré sur les protéines ribosomiques (Figure 21 B). Ces deux especes

branchent néanmoins toujours juste aprés les Thermococcales.

Evolution de la méthanogenese et implications pour la phylogénie des archées

Peu de temps aprés, le génome de Methanopyrus kandleri est séquencé (Slesarev et al.
2002). Alors que les premiéres analyses phylogénétiques de son ARNr SSU en 1991 (Burggraf et al.
1991) le plagaient a la base de 1’arbre des archées, les analyses phylogénétiques présentées dans
I’article de Slesarev et collaborateurs, basées sur des concaténations de protéines ribosomiques ou
sur le contenu en génes, placent cet organisme au sein des Euryarchaeota, apres la divergence des
Thermococcales et plus précisément, groupe frére des Methanococcales et des Methanobacteriales.
La Figure 22 illustre ces deux positions, bien qu’elle ne soit pas issue des articles en question. La
position de M. kandleri au sein des archées est trés importante pour comprendre I'évolution de la
méthanogenése. L’ensemble des méthanogénes connus partagent les mémes enzymes homologues
capables de réaliser la méthanogenése (Eric Bapteste, Brochier, and Boucher 2005). Si M. kandleri
a divergé avant les Euryarchaeota et les Crenarchaeota, il est possible que 1’ancétre des archées ait
été méthanogene, et que cette voie métabolique ait été perdue dans les lignées non méthanogenes
par la suite. L’hypothese alternative est que les génes impliqués dans la méthanogenése auraient été
transférés entre méthanogenes.

Deux articles, publiés en 2004 et 2005 par Brochier et collaborateurs (Brochier, Forterre,
and Gribaldo 2004) et Bapteste et collaborateurs (Eric Bapteste, Brochier, and Boucher 2005)
traitent de la position de M. kandleri chez les archées et de 1’évolution de la méthanogenese. Le
premier (Brochier, Forterre, and Gribaldo 2004) est une analyse de la phylogénie des archées a
partir d’une mise a jour des jeux de données de 53 protéines ribosomiques construits précédemment
par Matte-Taillez et collaborateurs en 2002 et d’un nouveau jeu de données construit a partir de 15
protéines impliquées dans la transcription (12 sous-unités de I’ARN polymérase ; A’, A”, B, D, E’,
E”, F, H, K, L, N, P; et les facteurs de transcription NusA, NuG et TFS). La Figure 22 montre les

arbres obtenus a partir de ces deux jeux de données.
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Figure 22. Position phylogénétique de M. kandleri. Phylogénies en maximum de vraisemblance adaptées
de Brochier et collaborateurs 2004 (Brochier, Forterre, and Gribaldo 2004), racinées arbitrairement entre
Euryarchaeota et Crenarchaeota. M. kandleri est entourée en bleu. A : Phylogénie inférée a partir de la
concaténation de 53 protéines ribosomiques. M. kandleri branche aprés la divergence des Thermococcales
au sein des Euryarchaota. B : Phylogénie inférée a partir de la concaténation des sous-unités de I’ARN
polymérase et de trois facteurs de transcription. M. kandleri branche entre les Crenarchaeota et les
Euryarchaeota.

La position de M. kandleri est différente selon le jeu de données utilisé, basale sur une trés longue
branche avec les protéines impliquées dans la transcription ou au sein des Euryarchaeota avec les
protéines ribosomiques. L’analyse des phylogénies individuelles des protéines impliquées dans la
transcription montre que certaines sous-unités de I’ARN polymérase, A’ et A” par exemple, ont un
signal fort pour placer M. kandleri a la base des Euryarchaeota sur une trés longue branche, alors
que la sous-unité B la place avec un fort support avec les Methanococcales et les
Methanobacteriales, aprés la divergence des Thermococcales. Cette différence de position serait
probablement le résultat d’un biais d’attraction de longues branches (LBA) d{ a un taux d’évolution

rapide des sous-unités de I’ARN polymérase. Par ailleurs, 1’analyse d’un caractére rare appuie
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I’hypothése d’une divergence tardive de M. kandleri au sein des Euryarchaeota ; la sous-unité B est
coupée en deux dans le génome de certaines euryarchées : les méthanogenes, les Halobacteriales et
Archaeoglobus fulgidus. La coupure entre les deux parties du gene codant cette protéine dans ces
génomes est exactement au méme endroit de la séquence, il est donc plus parcimonieux de supposer
qu’une seule coupure s’est produite chez I'ancétre des ces organismes. Si M. kandleri se place a la
base des Euryarchaeota, la coupure aurait di se faire chez D’ancétre de I'ensemble des
Euryarchaeota, et les deux parties du géne auraient d( étre rassemblées deux fois, chez les
Thermococcales et chez les Thermoplasmatales. Si M. kandleri se place apres la divergence des
Thermococcales, alors une seule fusion est nécessaire pour expliquer cette répartition, rendant cette
hypothese plus parcimonieuse.

Un an plus tard, Bapteste et collaborateurs (Eric Bapteste, Brochier, and Boucher 2005)
analysent 1’évolution de la méthanogenese et montrent que les protéines impliquées dans ce
processus sont orthologues. La voie principale de méthanogenese est la voie hydrogénotrophique,
permettant la production de méthane a partir de CO, ou de formate, dans laquelle au moins 25
protéines sont impliquées. Certains des génes codant ces protéines sont spécifiques aux
méthanogenes alors que d’autres sont présents chez d’autres organismes. Néanmoins la phylogénie
des génes est congruente avec la phylogénie des organismes inférée sur les protéines ribosomiques,
et montre deux groupes de méthanogénes au sein des Euryarchaeota. Le premier groupe est
composé des Methanopyrales (dont M. kandleri), des Methanococcales et des Methanobacteriales.
Les auteurs proposent de les rassembler sous le nom de « Méthanogenes Classe | » et ce groupe
émergerait au sein des Euryarchaeota aprés la divergence des Thermococcales. Le deuxiéme
groupe, rassemblant les Methanosarcinales et les Methanomicrobiales, serait les « Méthanogénes
Classe Il » et émergerait plus tardivement. La monophylie de chacune de ces classes n’est par
contre pas clairement définie ou rejetée par ces analyses. Par ailleurs, il est notable que certains
genes impliqués dans la méthanogenése sont présents chez Archaeoglobus fulgidus et chez les
Halobacteriales, appuyant ainsi fortement [’hypothése d’une apparition unique de Ia
méthanogenése au sein des Euryarchaeota avec des pertes différentielles dans les groupes
phylogénétiquement placés entre les deux classes de méthanogeénes. L’apparition de la
méthanogeneése serait donc relativement tardive dans I’histoire évolutive des archées. L’ impact de la
production biologique de méthane sur I’atmospheére terrestre est trés significatif en tant que gaz avec
un fort effet de serre (cf. Introduction B.1.a). Son apparition est donc importante en ce qui concerne

I’évolution des conditions de vie sur Terre.
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La position de Nanoarchaeum equitans : nouveau phylum ou artefact ?

Lors de sa découverte I’archée symbiote N. equitans avait été proposée comme étant
représentante d’un nouveau phylum d’archées, les Nanoarchaecota (H. Huber et al. 2002). Le
séquencage de son génome est publié en 2003 par Waters et collaborateurs (Waters et al. 2003) et
I’analyse phylogénétique de la concaténation de 35 protéines ribosomiques en utilisant les
eucaryotes comme groupe extérieur montre sa position basale chez les archées. Brochier et
collaborateurs réanalysent la position de cette espece en 2005 en utilisant différentes méthodes
(Brochier, Gribaldo, Zivanovic, Confalonieri, & Forterre, 2005). D’une part, différentes
concaténations de protéines ribosomiques sont construites : une premiere contenant toutes les
protéines ribosomiques, la méme moins 9 protéines dont les phylogénies individuelles ont montré
de possibles transferts horizontaux depuis les Crenarchaeota vers N. equitans (sa symbiose avec la
crenarchée 1. hospitalis pourrait expliquer facilement ces transferts) et enfin deux concaténations
composées respectivement des protéines de la petite et de la grande sous-unités du ribosome. La
premiere concaténation et la concaténation des protéines de la grande sous-unité du ribosome ont la
topologie attendue pour les archées et N. equitans émerge entre les Euryarchaeota et les
Crenarchaeota. La concaténation des protéines de la petite sous-unité du ribosome place par contre
N. equitans au sein des Euryarchaeota comme groupe frére des Thermococcales, le reste de la
phylogénie est celle attendue. Le signal contradictoire entre les deux sous-unités du ribosome remet
en question la pertinence de 1’utilisation conjointe de toutes les protéines ribosomiques dans ce cas,
et I’analyse des phylogénies individuelles de ces protéines permet d’en écarter neuf; la
concaténation résultante donne une phylogénie ou N. equitans est groupe frere des Thermococcales

au sein des Euryarchaeota avec un support aux branches assez fort (Figure 23).
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Figure 23. Nanoarchaeum equitans: une Euryarchaeota. Phylogénie de 41 protéines ribosomiques
sélectionnées pour I'analyse de la position de N. equitans en maximum de vraisemblance par Brochier et
collaborateurs 2005 (Brochier et al. 2005). On peut voir que N. equitans se place en groupe frere des
Thermococcales avec un support de 60% et au sein des Euryarchaeota avec un support de 100%.

L’analyse de la phylogénie d’autres protéines, considérées comme des bons marqueurs de 1’histoire
évolutive des especes, comme les facteurs d’élongation EF-1a et EF2, ou celle de la sous-unité A de
la topoisomérase VI et de la reverse-gyrase placent également N. equitans comme groupe frére des
Thermococcales. De méme, le premier résultat obtenu par BLAST a partir de I'ensemble de ses
genes est d’origine thermococcale dans 25 % des cas environ. L’ensemble de ces résultats semble
bien confirmer I’appartenance de N. equitans aux Euryarchaeota, sa position basale sur une longue
branche étant trés probablement le résultat d’une LBA avec le groupe extérieur eucaryote
provoquée par une évolution trés rapide classique des symbiotes (Philippe and Laurent 1998).

La position basale de N. equitans chez les archées avait naturellement conduit certains
auteurs a proposer que N. equitans soit représentante d’une ancienne lignée d’archées possédant ses
caractéristiques génomiques particuliéres (H. Huber et al. 2002). Néanmoins, ces caractéristiques
peuvent étre interprétées comme le résultat d’une évolution rapide de leur génome par réduction,
déja observées chez des bactéries symbiotiques (Waters et al. 2003; Boucher, Doolittle, and Raynes
2002). Malgré cela, DiGuilio a proposé que ces caractéristiques de N. equitans soient en fait des
caractéres ancestraux au moins aux archées (Di Giulio 2008a; Di Giulio 2008b) et peut &tre méme a

I’ensemble du vivant (Di Giulio 2007). Ces caractéres que DiGiulio considére comme ancestraux
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sont les génes codant les ARNt coupés en deux et 1’absence d’opérons. Ils feraient de N. equitans un
« génome fossile » (Di Giulio 2006). Les opérons et I’unification des geénes codant les ARNt
seraient des caractéres complexes apparus dans un second temps. Cette hypothese ne repose pas sur
des analyses phylogénétiques. Les multiples systémes ayant la méme histoire évolutive analysés par
Brochier et collaborateurs corroborent fortement 1’hypothése opposée selon laquelle N. equitans est
une euryarchée probablement groupe frere des Thermococcales et que ses caractéristiques
génomiques sont le résultat d’une évolution symbiotique. La récente analyse du génome de
« Nanoarchaeote Nstl » (Podar et al. 2013) montre une évolution par réduction de génome du
méme type que N. equitans, mais beaucoup moins avancée, ce qui apporte une preuve de plus de

leur évolution atypique.

Nouveaux génomes et nouveaux marqueurs

En 2005, 25 génomes d’archées sont disponibles, 4 Crenarchaeota et 21 Euryarchaeota
(incluant N. equitans), représentant 13 ordres. Les trois précédentes études portant sur la phylogénie
des archées décrites plus haut portaient sur des points précis de cette histoire évolutive (position de
M. kandleri, évolution de la méthanogenese et position de N. equitans) ; le nombre de génomes
d’archées disponibles depuis la derniere étude de leur phylogénie en général (Matte-Tailliez et al.
2002) a presque doublé & ce moment-1a, et Brochier et collaborateurs font alors une mise a jour des
jeux de données des protéines ribosomiques et des sous-unité de I’ARN polymérase pour tester la
position des nouveaux génomes disponibles et vérifier la robustesse des topologies obtenues
jusqu’ici (Brochier, Forterre, and Gribaldo 2005). Deux concaténations sont construites, la premiére
nommée « traduction » a partir de 53 protéines ribosomiques, et la seconde « transcription » a partir
des 15 protéines impliquées dans la transcription (12 sous-unité de I’ARN polymérase ; A’, A”, B,
D, E’, E”, F, H, K, L, N, P; et les facteurs de transcription NusA, NuG et TFS). Les deux
phylogénies obtenues sont congruentes, excepté en ce qui concerne la position de M. kandleri, qui
se place a la base des Euryarchaeota dans 1’arbre de « transcription » et apres les Thermococcales
dans I’arbre de « traduction », comme attendu. La congruence de ces deux phylogénies tendrait a
prouver qu’un ensemble de genes, le « core génome », évolue principalement par héritage vertical
chez les archées et enregistre 1’histoire évolutive de ces organismes. Cette histoire serait donc
reconstructible malgré les transferts horizontaux de genes existants chez les archées. Néanmoins,
ces deux systémes, le ribosome et I’ARN polymérase sont impliqués dans des processus
informationnels de la cellule (transcription et traduction) et qui, de plus, sont couplés (French et al.
2007). 11 n’est pas exclu que I’histoire évolutive qu’ils reflétent soit I’histoire des systémes

informatifs mais que d’autres systémes, métaboliques ou liés a d’autres processus cellulaires,
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L’année suivante, Gribaldo et Brochier-Armanet font une revue des travaux sur la

phylogénie des archées (Simonetta Gribaldo and Brochier-Armanet 2006), et actualisent les jeux de

données transcription et traduction avec quatre nouveaux génomes (Figure 24) et étudient la

phylogénie d’autres systémes, le complexe SRP (Signal Recognition Particule) et I’exosome.
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Figure 24. Phylogénie des archées en 2006. Phylogénies en maximum de vraisemblance non racinées de
Gribaldo et Brochier-Armanet en 2006 (Simonetta Gribaldo and Brochier-Armanet 2006). A : Phylogénie
inférée a partir de la concaténation de 53 protéines ribosomiques. B : Phylogénie inférée a partir de la
concaténation des sous-unités de I’ARN polymérase et de trois facteurs de transcription.

Les deux phylogeénies de la Figure 24 sont congruentes sur leurs topologies globales et trés proches
de celles obtenues lors des études précédentes, mais mieux soutenues. On retrouve les
Euryarchaeota et les Crenarchaeota, et N. equitans se place entre les deux. Au sein des
Crenarchaeota, Aeropyrum pernix, représentant des Desulfurococcales, se place en groupe frére des
Sulfolobales, et Pyrobaculum aerophylum, représentant les Thermoproteales est le premier a
diverger. Ces relations de parenté ont déja été observées dans les études précédentes. En ce qui

concerne les Euryarchaeota, les ordres représentes par plusieurs organismes sont monophylétiques :
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les Thermococcales, les Methanococcales, les Thermoplasmatales, les Halobacteriales, et les
Methanosarcinales. L’ordre de divergence chez les euryarchées est aussi trés ressemblant entre ces
deux phylogénies. Les méthanogenes classe Il (Methanomicrobiales et Methanosarcinales) forment
un groupe monophylétique et sont groupe frere des Halobacteriales. Ce sous ensemble est a son
tour groupe frére d’Archaeoglobus fulgidus, puis des Thermoplasmatales. On trouve par contre des
différences en ce qui concerne les relations entre les méthanogenes classe |1 (Methanopyrales,
Methanococcales et Methanobacteriales). Dans la phylogénie « traduction », M. kandleri et
Methanothermobacter thermoautotrophicus (une méthanobacteriale) sont groupes fréres et
émergent juste apres les Thermococcales, les Methanococcales se plagant entre le groupe formé par
M. kandleri et M. thermoautotrophicus et le reste des euryarchées. Dans la phylogénie
« transcription », M. kandleri est groupe frere de N. equitans, et M. thermoautotrophicus se place
entre les Methanococcales et le reste des euryarchées. La position de M. kandleri a la base des
euryarchées est trés probablement le résultat d’'une LBA comme expliqué plus tot dans I’arbre
« transcription », mais de fait, les relations entre les méthanogenes classe | ne sont pas résolues. Il
est aussi possible quun manque de signal phylogénétique provoque cette irrésolution comme le
suggerent les faibles soutiens de ces nceuds.

Le systtme SRP et ’exosome sont deux complexes protéiques impliqués dans d’autres
mécanismes cellulaires que les processus informationnels. lls sont présents chez toutes les archées
et composés de plusieurs protéines ; dans chacun de ces deux complexes, les protéines partagent
trés probablement une méme histoire évolutive puisque agissant en complexe dans la cellule. Il était
donc intéressant de les comparer avec les systemes informationnels de transcription et traduction.
Le systeme SRP est composé de deux protéines paralogues, Srp54 et Srp19, d’un récepteur FtsY, et
d’un ARN 78S. Srp54 et FtsY sont présents chez toutes les archées a I’exception de N. equitans, alors
que Srp19 est absent dans plusieurs ordres (Thermococcales, Thermoproteales, et N. equitans) : ce
dernier sera donc écarté de 1’analyse. Les phylogénies individuelles de Srp54 et de FtsY ont des
topologies proches de la phylogénie «informationnelle », avec une dichotomie
Crenarchaeota/Euryarchaeota, la monophylie des ordres, et le méme ordre de divergence chez les
Crenarchaeota. Par contre, les relations entre euryarchées sont tres mal résolues. Aucun transfert
horizontal n’est clairement détecté, mais le manque de signal d0 au peu de positions des
alignements individuels est probablement la cause de cette irrésolution. La concaténation des deux
protéines montre une phylogénie trés proche de la phylogénie « informationelle », avec quelques
points de divergences : les Methanobacteriales et Methanococcales sont groupes freres entre eux, et
leur groupe est frére des Thermococcales, alors que M. kandleri branche a la base des euryarchées.

L’exosome est un complexe de dégradation des ARN dans la cellule. Chez les archées il est
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formé de quatre protéines: Rrp4l et Rrp42, qui composent I’anneau central ayant une activité
exonucléase, et Rrp4p et Csl14, deux protéines périphériques. Il est absent chez les Halobacteriales
et chez les Methanococcales, et Cs14 est absent chez N. equitans. Les phylogénies individuelles
ayant permis de détecter un transfert horizontal des crenarchées vers N. equitans, la séquence en
question a donc été retirée. La phylogénie obtenue a partir de la concaténation des quatre protéines
soutient les mémes relations que pour les protéines du complexe SRP, avec un faible support et N.
equitans, absente dans la phylogénie « SRP », branche a la base des archées. Cette faible résolution
est probablement le résultat d’un manque de signal et des données manquantes pour Cs14 en ce qui
concerne la position de N. equitans.

Les phylogénies de ces deux systemes, bien que faiblement résolues et incomplétes pour
I’exosome, montrent un signal trés proche de celui obtenu a partir des protéines informationnelles.
L’ajout de ces nouveaux marqueurs ne permet pas d’apporter plus d’éléments en ce qui concerne les
relations problématiques entre certains groupes d’archées, mais, et c’est le plus important, confirme
que I’histoire évolutive des archées est inscrite dans un certain nombre de protéines héritées

verticalement.

Nouveaux phyla et phylogénie de référence actuelle

En 2008, le phylum des Thaumarchaeota est proposé par Brochier-Armanet et collaborateurs
(Brochier-Armanet et al. 2008) et depuis plusieurs génomes de Thaumarchaeota ont été publiés. La
méme année, le génome de ‘Ca. Korarchaeum cryptophilum’ est publié (Elkins et al. 2008). Enfin,
en 2011, le génome de ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’ est publié (Nunoura et al. 2011) et le
phylum Aigarchaeota est proposé par ses auteurs. Le séquencage de génomes représentant des
lignées basales de la phylogénie des archées est donc treés important pour comprendre les relations
anciennes entre les différents phyla et mieux connaitre la nature du dernier ancétre commun aux
archées.

Comme déja expliqué précédemment, les Thaumarchaeota correspondent au groupe |
d’archées mésophiles proches des crenarchées, décrites indépendamment par DeLong et Furhmann
et collaborateurs en 1992. C’est un groupe d’organismes nombreux, en termes de biomasse et de
diversité. Ils partagent la capacité d’oxydation anaérobie de I’ammonium, et leurs relations
phylogénétiques avec les Crenarchaeota ne sont pas clairement résolues. La publication du génome
de Cenarchaeum symbiosum (Hallam et al. 2006) permet enfin d’intégrer le groupe I a la
phylogénie des archées en 2008 (Brochier-Armanet et al. 2008). L’arbre basé sur la concaténation
des ARNr place le groupe | comme groupe frére des Crenarchaeota, et la racine de I’arbre est placée

entre ce groupe et les Euryarchaeota. La phylogenie inférée a partir des protéines ribosomiques
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(Figure 25) utilisant les eucaryotes comme groupe extérieur donne un résultat différent car
Cenarchaeum symbiosum se place a la base des archées, avant I'émergence des Euryarchaeota et des

Crenarchaeota.
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Figure 25. Les Thaumarchaeota : un nouveau phylum? Phylogénie en maximum de vraisemblance des
protéines ribosomiques publiée par Brochier-Armanet et collaborateurs en 2008 (Brochier-Armanet et al.
2008). Cenarchaeum symbiosum, représentant les Thaumarchaeota, branche basalement au sein des
archées.
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Parallelement & cette analyse phylogénétique, les auteurs ont fait une analyse du contenu en génes
dans le génome de C. symbiosum. L’analyse des COG, « Clusters of Orthologous Groups » (R L
Tatusov et al. 2001) (qui permettent une classification des génes orthologues selon leur fonction
cellulaire) présents chez C. symbiosum montre qu’il partage un nombre de catégories fonctionnelles
du méme ordre avec les euryarchées (sept) et les crenarchées (un) que ces deux phyla entre eux
(25), reflétant une grande différence biologique entre ces trois groupes. D’autres caractéristiques
particuliéres placent ce génome a part des deux phyla d’archées : 1’absence ou la présence de
protéines ribosomiques particulieres, 1’absence de I’ADN topoisomérase IA (présente chez les
autres archées, les bactéries et les eucaryotes) ou la présence de la ADN topoisomérase 1B (absente
chez les autres archées mais présente chez les eucaryotes). L’ensemble de ces caractéristiques, qui
ne les rapprochent ni des Crenarchaeota ni des Euryarchaeota, et leurs particularités métaboliques
sont donc des indices forts pour les considérer comme un groupe bien particulier. lls ont conduit
Brochier-Armanet et collaborateurs a proposer la création du nouveau phylum des Thaumarchaeota.
La place de ce phylum au sein des archées n’est par contre pas résolue, puisque selon le groupe
extérieur choisi, bactéries ou eucaryotes, la racine se place soit dans la branche menant aux
Euryarchaeota, soit dans celle menant aux Thaumarchaeota, respectivement.

Du point de vue de la phylogénie des archées, la Figure 25 montre un arbre raciné avec les
séquences eucaryotes. Cet arbre est tres intéressant puisque qu’il montre les relations
phylogénétiques entre 48 archées tres diverses. La monophylie des Crenarchaeota et des
Euryarchaeota est retrouvée, mais aussi celle des différents ordres d’archées. En ce qui concerne les
points problématiques abordés plus tét, il est intéressant de constater que N. equitans se place a la
base des Euryarchaeota avec un support maximal. La phylogénie inférée a partir des ARNr et
racinée par les sequences bactériennes place N. equitans au méme endroit, si ce n’est qu’elle groupe
avec M. kandleri. Par contre, dans la phylogénie inférée a partir des protéines ribosomiques, M.
kandleri branche avec les Methanobacteriales et les méthanogenes classe | ne sont toujours pas
monophylétiques. De méme les méthanogenes classe Il, qui semblaient jusque la étre
monophylétiques, ne le sont pas, et les Methanomicrobiales sont groupes freres avec les
Halobacteriales.

J’ai déja décrit précédemment comment avaient été proposes les phyla Korarchaeota (Barns
et al. 1996) et Aigarchaeota (Nunoura et al. 2011). En 2008 et 2011 sont publiées les séquences des
génomes des deux premiers représentants de ces phyla, ‘Ca. Korarchaeum cryptophylum’ et ‘Ca.
Caldiarchaeum subterraneum’, respectivement. En 2011, Brochier-Armanet et collaborateurs

(Brochier-Armanet, Forterre, & Gribaldo, 2011) integrent ces nouveaux génomes a la phylogénie
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des archeées, ainsi que de nouvelles especes découvertes entre temps, telles que les ARMAN, le
nouvel ordre de méthanogenes, les Methanocellales, Acidilobus saccharovorans (représentant des
Acidilobales), Aciduliprofudum boonei (représentant du groupe d’euryarchées DHVE2) et un
fragment du génome de l'organisme «uncultured marine DeepAnt-JyKC7 » (représentant non
cultivé du groupe II d’Euryarchaeota) ainsi que les nouveaux génomes séquencés appartenant aux
ordres déja représentés précédemment. Une phylogénie est inférée a partir de 57 protéines
ribosomiques présentes dans au moins 89 des 99 génomes d’archées utilisés (Figure 26). Les Six
phyla d’archées (y compris le phylum Nanoarchaeota, bien qu’il ait été clairement remis en
question) y sont représentés et le nombre de génomes utilisés par rapport a la phylogénie précédente
a doublé. Néanmoins cette phylogénie n’est pas racinée, et il est donc impossible de définir les

relations anciennes entre phyla.
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Figure 26. Phylogénie des archées en 2011 (référence actuelle). Phylogénie non racinée en inférence
bayésienne publiée par Brochier-Armanet et collaborateurs en 2011 (Brochier-Armanet, Forterre, and

Gribaldo 2011), inférée a partir d’'un alignement de 57 protéines ribosomiques de 99 espéces (5838
positions).

67



Phylogénie et évolution des Archaea, une approche phylogénomique

La nouvelle phylogénie vient confirmer un certains nombre de points déja observés dans les
phylogénies précédentes: la monophylie des Euryarchaeota, des Crenarchaeota et des
Thaumarchaeota ; la monophylie des différents ordres d’archées ; la position de N. equitans en
groupe frére des Thermococcales et la position de M. kandleri au sein des Euryarchaeota apres la
divergence des Thermococcales. En ce qui concerne les relations entre phyla (excepté les
Nanoarchaeota), on peut noter la relation entre les Thaumarchaeota et les Aigarchaeota (‘Ca.
Caldiarchaeum subterraneum’), avec un support maximal. Hormis cette relation privilégiée, les
relations entre phyla ne peuvent pas étre inférées clairement a partir de cet arbre étant donné qu’il
n’est pas raciné. Il est donc impossible de savoir quel est I’ordre de divergence entre phyla, ou si un
regroupement existe entre différents phyla.

Cependant, elle permet d’apporter de nouveaux éléments quant a la position de certaines
especes. Par exemple Acidilobus saccaravorans, une crenarchée appartenant a 1’ordre récemment
proposé Acidilobales (Prokofeva et al. 2009), se trouve en fait a I'intérieur des Desulfurococcales a
proximité d’Aeropyrum pernix. Le groupe des Acidilobales semble donc faire partie intégrante des
Desulfurococcales et ne pas étre un ordre a part entiére. L’ordre proposé récemment des
Fervidicoccales (Perevalova et al. 2010) serait phylogénétiquement proche des Acidilobales, il est
fort probable que sa situation soit donc la méme. La position d’Ignisphaera aggregans est, par
contre, problématique car elle se place a la base des Sulfolobales alors qu’elle est décrite comme
appartenant aux Desulfurococcales, faisant de cet ordre un groupe paraphylétique contenant les
Sulfolobales.

Chez les Euryarchaeota, en plus du placement de N. equitans avec les Thermococcales, cette
phylogénie permet de placer le nouveau génome d’Aciduliprofundum boonei, du groupe DHVEZ2,
en groupe frére des Thermoplasmatales, I’ensemble formant un groupe monophylétique avec le
génome «uncultured marine DeepAnt-JyKC7 » (représentant non cultivé du groupe Il
d’Euryarchacota). Etant donné la large diversité d’organismes non cultivés connus pour le groupe Il
et le groupe DHVE2 (Christa Schleper, Jurgens, and Jonuscheit 2005), il est attendu que cette
région de I’arbre des Euryarchaeota accueille prochainement des nouveaux représentants. Par
contre, la position des génomes des ARMAN, ‘Ca. Micrarchaeum acidiphilum ARMAN-2’, “Ca.
Parvarchaeum acidiphilum ARMAN-4’ et ‘Ca. Parvarchaeum acidophilus ARMAN-5’, n’est pas
résolue. D’une part, les deux ‘Ca. Parvarchaeum’ se placent ensemble, ce qui est attendu étant
donné la forte similarité de leurs ARNr SSU, mais sur une trés longue branche, a coté de N.
equitans. Comme cela a déja été abordé, ces organismes de petite taille ont un génome réduit (de

I’ordre de 1 mégabase) et il est possible qu’ils aient eu une évolution rapide liée @ un mode de vie
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symbiotique ou parasitique, entrainant leur position sur une longue branche tres instable. La
position des ‘Ca. Parvarchaeum’ a coté de N. equitans, elle-méme sur une longue branche, semble
donc artéfactuelle. En ce qui concerne la troisieme ARMAN, ‘Ca. Micrarchaeum acidiphilum’, elle
se place apres la divergence des Methanococcales et juste avant la divergence du groupe composé
des Thermoplasmatales, du groupe DHVE?2 et du groupe II, mais cette position n’est pas soutenue
et devra étre clarifiée. Enfin, ni les méthanogénes classe | ni les classe Il ne sont monophylétiques,
comme dans la derniere phylogénie des archées proposée en 2008 (Brochier-Armanet et al., 2008),
mais contrairement a d’autres phylogénies plus anciennes (Simonetta Gribaldo and Brochier-
Armanet 2006). Par ailleurs, le nouvel ordre d’archées méthanogenes Methanocellales, représenté
par deux espéces, se place entre les Methanosarcinales et les Methanomicrobiales, elles mémes
groupe frére des Halobacteriales.

Actuellement, cette phylogénie des archées peut étre considérée comme phylogénie de
référence des espéces, dans la mesure ou elle est centrée sur les archées, inférée a partir de plusieurs

marqueurs fiables, assez bien soutenue et representative de la diversité de ce domaine.
Le Tableau 1 récapitule les études de la phylogénie des archées que je viens de citer, avec le

nombre de génomes utilisés par phyla d’archées, le nombre de protéines ribosomiques et d'autres

protéines utilisées.
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Article Génomes . Protel?es Autres marqueurs protéiques
ribosomiques
Matte-Taillez et collaborateurs 3 crenarchées . s
2002 (Matte-Tailliez et al. 2002) 10 euryarchées >3 ARN polymérase : Sous-unité RpoB
Brochier et collaborateurs 4 crenarchées 53 ARN polymérase : 12 sous-unités
2004 (Brochier et al., 2004) 14 euryarchées Facteurs de transcription : 3
Bapteste et collaborateurs 4 crenarchées Protéines impliguées dans la
2005 (Eric Bapteste, Brochier, and 19 euryarchées 53 méthaioqenése
Boucher 2005) (€ N. equitans) &
4 crenarchées Facteurs d’élongation :
Brochier et collaborateurs , EF-la et EF-2
. 21 euryarchées 50 . B} .
2005 (Brochier et al. 2005) . Topoisomérase VI : Sous-unité A
(S N. equitans)
Reverse gyrase
Brochier et collaborateurs 4 crenarchées . o
. . ARN polymérase : 12 sous-unités
2005 (Brochier, Forterre, and 21 euryarchées 53 Facteurs de transcriotion : 3
Gribaldo 2005) (c N. equitans) P '
Gribaldo & Brochier-Armanet 5 crenarchées AR:;f;ﬁ:?:ifaiir?o;;u‘n:es
2006 (Simonetta Gribaldo and 24 euryarchées 53 R P )
. , Systeme SRP : Srp 54 et FtsY
Brochier-Armanet 2006) (S N. equitans) .
Exosome : 4 sous-unités
Brochier-Armanet et 14 crenarchées
collaborateurs 1 thaumarchée 53
2008 (Brochier-Armanet et al. 33 euryarchées
2008) (S N. equitans)
24 crenarchées
Brochier-Armanet et 3 thaumarchées
collaborateurs 1 aigarchée 57
2011 (Brochier-Armanet, Forterre, 1 korarchée
and Gribaldo 2011) 70 euryarchées
(c N. equitans)

Tableau 1. Etudes de la phylogénie des archées : génomes et marqueurs utilisés.

b. Laracine de I'arbre des archées et la relation avec les autres domaines

Comme nous venons de le voir, ’étude de la phylogénie des archées est tres souvent passée
par I'utilisation des protéines informationnelles, particulierement des protéines ribosomiques et sans
groupe extérieur. Les relations anciennes chez les archées, en 1’occurrence entre les différentes
grandes lignées d’archées et les premicres divergences au sein de ces groupes, sont importantes
pour comprendre, d’une part, la nature du dernier ancétre commun des archées (LACA pour « Last
Archaeal Common Ancestor ») et, d’autre part, les relations entre ce domaine du vivant et les deux
autres domaines, les bactéries et les eucaryotes.

En ce qui concerne les relations entre les archées et les autres domaines du vivant, les

archées partagent avec les eucaryotes un certain nombre de caractéristiques les rapprochant,
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particuliérement les systémes « informationnels », a savoir ceux impliqués dans la transmission et
I’expression de I’information dans la cellule (réplication, transcription et traduction), qui sont trés
similaires en termes de composition protéique et de similarité de séquences entre archées et
eucaryotes par rapport aux bactéries. Leur relation privilégiée a éteé établie par le positionnement de
la racine de I’arbre du vivant dans la branche menant aux bactéries dés 1989, grace aux couples de
paralogues universels, EF-1o et EF-2, les sous-unités a et B de ’ATPase F; (lwabe et al. 1989;
Gogarten et al. 1989), et Srp54/Fth et SRa/FtsY (S Gribaldo and Cammarano 1998). Méme si la
relation phylogénétique entre archées et eucaryotes semble acquise, la nature de cette relation n’est
pas pour autant résolue. Deux écoles existent : la premiére propose que les archées et les eucaryotes
soient groupes fréres, comme I’illustre I’arbre du vivant de Woese en 1990 (Figure 4). 1l y aurait
ainsi trois domaines primaires : c’est I’hypothése « 3D ». La seconde propose que les eucaryotes
soient le résultat de 1’association d’une archée, qui aurait donné la majeure partie des genes
informationnels eucaryotes, les placant ainsi phylogénétiqguement proches des archées, et d’une
bactérie. Il n’y aurait que deux domaines primaires : c’est I’hypothése « 2D ». De nombreuses
études phylogénomiques ont tenté de résoudre les relations entre les trois domaines du vivant
comme ’illustre le Tableau 2. La plupart de ces études ont été faites a partir d’un nombre réduit de
marqueurs, majoritairement des protéines ribosomiques, et en prenant en compte 1’ensemble du
vivant, archées, eucaryotes et bactéries. Les résultats varient selon les études, et le débat n’est pas

tranché.
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Article

Génomes

Marqueurs

Hypothése soutenue

Harris et collaborateurs
2003 (Harris et al. 2003)

25 bactéries

1 crenarchée
7 euryarchées
3 eucaryotes

50
(< 29 protéines
ribosomiques)

3D

Rivera & Lake

2 bactéries
1 crenarchée

Génome complet

2D (Eucaryotes groupe

2004 (Rivera and Lake 2004) 2 euryarchées d AfChaejOQ/ObUS frére des
2 eucaryotes fulgidus Crenarchaeota)
150 bactéries 31
Ciccarelli et collaborateurs 4 crenarchées (C 23 protéines 0
2006 (Ciccarelli et al. 2006) 14 euryarchées - &3 pro
23 eucaryotes ribosomiques)
136
Yuti Il .
utin et collaborateurs Variable selon les (C 31 protéines 30

2008 (Yutin et al. 2008)

marqueurs

ribosomiques)

Pisani et collaborateurs
2007 (Pisani, Cotton, and Mclnerney

97 bactéries
4 crenarchées

Données non

2D (Eucaryotes groupe
frére des

17 euryarchées disponibles
2007) 2 eucaryotes Thermoplasmatales)
10 bactéries 45

Cox et collaborateurs
2008 (Cox et al. 2008)

3 crenarchées
11 euryarchées
16 eucaryotes

(< 20 protéines

ribosomiques, 2 ARN

ribosomiques)

2D (Eucaryotes groupe
frére des
Crenarchaeota)

Foster et collaborateurs
2009 (Foster, Cox, and Embley 2009)

8 bactéries
8 crenarchées
2 thaumarchées
6 euryarchées
11 eucaryotes

41
(< 20 protéines
ribosomiques)

2D (Eucaryotes groupe
frére du groupe
Crenarchaeota+Thaum
archaeota)

Guy & Ettema
2010 (Guy and Ettema 2011)

10 bactéries
15 crenarchées
3 thaumarchées

1 aigarchée

1 korarchée
12 euryarchées
(S N. equitans)

7 eucaryotes

26
(< 20 protéines
ribosomiques)

2D (Eucaryotes groupe
frére des « TACK »)

Williams et collaborateurs
2012 (Williams et al. 2012)

8 bactéries
8 crenarchées
3 thaumarchées
1 aigarchée
1 korarchée
6 euryarchées
11 eucaryotes

29
(c 13 protéines
ribosomiques)

2D (Eucaryotes groupe
frére des « TACK »)

Lasek-Nesselquist & Gogarten
2013 (Lasek-Nesselquist and Gogarten
2013)

73 bactéries
17 crenarchées
3 thaumarchées

1 korarchée
30 euryarchées
(S N. equitans)

38 eucaryotes
(variable selon les
analyses)

85 protéines
ribosomiques

(variable selon les

analyses)

Tendance 2D (variable
selon les analyses)

Tableau 2. Analyses phylogénomiques sur I’arbre du vivant. Adapté de Gribaldo et collaborateurs 2010

(Simonetta Gribaldo et al. 2010).
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Dans ce contexte, les relations anciennes chez les archées représentent un probleme
essentiel. En effet, il est important de connaitre I’ordre de divergence des différents phyla d’archées
pour pouvoir replacer les eucaryotes. Si nous sommes dans 1’hypothése « 2D », les eucaryotes
brancheront au sein des archées, et il sera possible de savoir quelles sont les lignées d’archées les
plus proches des eucaryotes ; dans une hypothese « 3D », la position de la racine de 1’arbre des
archées permettra de savoir si les eucaryotes sont bien groupe frére de ’ensemble des archées ou
s’ils émergent a I’intérieur de I’arbre des archées. Trés peu d’études ont été faites ayant pour but de
positionner la racine de I’arbre des archées. En 2008, Brochier-Armanet et collaborateurs (Brochier-
Armanet et al. 2008) ont inféré la phylogénie des archées avec un groupe extérieur pour pouvoir
comprendre les relations entre les Thaumarchaeota, les Crenarchaeota et les Euryarchaeota, mais un
seul génome complet de Thaumarchaeota ¢était disponible et le groupe extérieur choisi pour 1’arbre
inféré a partir des protéines ribosomiques était les eucaryotes, ce qui ne permet pas de résoudre les
relations entre les deux domaines. Un arbre inféré a partir des ARNr avait pour groupe extérieur les
bactéries, mais comme je 1’ai déja expliqué plus tot, ces marqueurs sont insuffisants pour une bonne
résolution de I’arbre des archées, et particuliérement des relations anciennes.

A contrario, des analyses a large échelle ont été faites pour essayer de résoudre les relations
entre les trois domaines (Tableau 2). Les études les plus récentes prennent en compte les phyla
d’archées pour lesquels des génomes ont été publiés durant ces trois derniéres années. Par exemple,
en 2011, Guy et Ettema (Guy and Ettema 2011) font une étude phylogénomique utilisant 26
protéines universelles (dont 20 protéines ribosomiques et deux sous-unités de I’ARN polymérase)
(Tableau 2) sur 48 génomes (31 archées, sept eucaryotes et dix bactéries comme groupe extérieur).
Ce jeu de données a été traité avec plusieurs méthodes, et le résultat place toujours les eucaryotes au
sein des archées, soit en groupe frére du groupe monophylétique formé par les Thaumarchaeota et
les Aigarchaeota, soit entre les Euryarchaeota (y compris N. equitans) et les autres phyla
(Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota). lls proposent ainsi de définir le
groupe « TACK », acronyme des noms de ces quatre phyla, qui serait particulierement relié aux
eucaryotes. Néanmoins, ce travail pose un certain nombre de problémes : il est basé sur un
échantillonnage taxonomique trés réduit, particulierement en ce qui concerne les eucaryotes et les
archées, principaux objets de I’étude ; N. equitans est intégré au jeu de donnés, alors que cette
espeéce est connue pour étre soumise a ’artefact d’attraction de longues branches en raison de son
évolution rapide; les marqueurs utilises sont trés peu nombreux. Ce dernier point est
particulierement problématique. Les jeux de données utilisés ont été définis a partir des travaux
antérieurs de Cox et collaborateurs (Cox et al. 2008) et de Ciccarelli et collaborateurs (Ciccarelli et

al. 2006), qui avaient déja été critiqués pour leur manque de fiabilité (Simonetta Gribaldo et al.
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2010). De plus, I'utilisation de ces marqueurs sur I’ensemble du vivant réduit d’autant plus le
nombre de positions utilisables pour I’inférence phylogénétique. Enfin, le parti pris des auteurs est
clairement affiché dés le résumé de I’article et se place dans I’hypothése « 2D ».

Dans I’article de Rinke et collaborateurs publié tres récemment (Rinke et al. 2013), les
auteurs présentent le séquencage en «single-cell » de 201 archées et bactéries non cultivées
provenant de divers environnements. En termes d’apport de nouvelles données, cet article est
extrémement novateur car les organismes séquencés ont été choisis justement pour leur
appartenance a des lignées peu connues, ce qu’ils appellent la « matiére noire microbienne ». Les
auteurs ont de plus utilisé ces nouveaux genomes complets pour étudier la phylogénie des archees et
des bactéries. Une premiére phylogénie a été inférée a partir de I’ARNr SSU de I’ensemble des
organismes séquencés dans ce travail et d’organismes de référence déja disponibles. Elle permet
aux auteurs de raciner des archées avec les bactéries et, réciproguement, les bactéries avec les
archées. La racine de l'arbre des archées se place entre un groupe composé des phyla
Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota et Korarchaeota (« TACK ») augmenté d’un certain
nombre de lignées nouvelles, et un groupe composé des Euryarchaeota, comprenant aussi un certain
nombre de nouvelles lignées. Ensuite, une phylogénie a été inférée pour chaque domaine a partir
d’une concaténation de 38 protéines utilisées régulierement pour ce type danalyse (dont 27
protéines ribosomiques). En ce qui concerne les archées, 220 génomes ont été utilisés. Les auteurs
retrouvent la monophylie du groupe « TACK » proposé par Guy et Ettema, qui se place en groupe
frere des Euryarchaeota. Un autre groupe composé de plusieurs lignées anciennes et nouvelles
semble avoir divergé avant les Euryarchaeota et les « TACK ». Parmi celle-ci se trouvent les
Nanoarchaeota, les Nanohaloarchaea, les ARMAN, et deux nouvelles lignées, nommées
‘Aenigmarchaeota’ et ‘Diapherotrites’. Les auteurs proposent d’élever ces quatre derniéres lignées
au rang de phyla, les Nanohaloarchaea prendraient alors le nom de ‘Nanohaloarchaeota’ et les
ARMAN deviendraient ‘Parvarchaeota’. Cet ensemble de 5 phyla est nommé d’aprés leur
acronyme, « DPANN ». D’un point de vue phylogénétique, cette étude présente plusieurs lacunes.
Tout d’abord, I’arbre des archées présenté n’est pas raciné, il est donc difficile de conclure quant a
la monophylie des deux groupes proposés « TACK » + Euryarchaeota et « DPANN ». Ensuite, de
nombreuses études précédentes ont montré que les trois lignées de petites archées Nanoarchaeota,
Nanohaloarchaea et ARMAN avaient une évolution rapide et de type réduction de génome et, par
conséquent, étaient en cela particulierement sujettes a l'attraction de longues branches (Brochier et
al. 2005; Baker et al. 2010; Narasingarao et al. 2012). Elles doivent donc étre traitées avec
beaucoup de précautions, particulierement dans des études a large échelle ou les artefacts peuvent

étre nombreux. Enfin, I’¢lévation au rang de phylum de plusieurs lignées doit aussi étre soumise a la
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plus grande rigueur étant donné les deux précédents arguments (Simonetta Gribaldo and Brochier-
Armanet 2012).

3. Conclusion

Les relations anciennes entre les différentes lignées d’archées ne sont donc toujours pas
complétement résolues. L’utilisation, a peu de chose pres, du méme set de protéines comme
marqueurs de la phylogénie quelle que soit la question posée (résolution de la phylogénie des
archees, position de la racine, relations avec les autres domaines...) et 1’absence d’analyses
clairement orientées dans ce but sont peut étre des débuts de réponses quant a la non résolution de
ces points essentiels dans la phylogénie et la connaissance des archées, mais aussi de 1’ensemble du
vivant. C’est dans ce contexte que se place mon travail de thése, par la recherche de nouveaux
marqueurs de la phylogénie des archées et de la racine de I’arbre des archées par une approche

phylogénomique.
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Objectifs

Comme je I’ai montré dans 1’ Introduction, la compréhension des relations de parenté au sein
des archées et entre les archées et les deux autres domaines du vivant, bactéries et eucaryotes, est
essentielle pour comprendre I’histoire évolutive de I’ensemble du vivant. [’augmentation du
nombre de génomes d’archées séquencés et, surtout, la diversité qu’ils recouvrent, ont ouvert la
porte a des études massives sur ces questions évolutives.

Mon travail de thése s’inscrit dans ce contexte, avec pour objectif une amélioration de la
connaissance de la phylogénie des archees, et particulierement en ce qui concerne les relations

anciennes dans ce domaine. Ce travail s’est articulé autour de deux axes:

Obijectif 1 : La recherche de nouveaux marqueurs pour linférence de la phylogénie des archées.

Peut-on trouver de nouvelles protéines pour résoudre la phylogénie des archées ? L histoire
évolutive des protéines informationnelles, utilisées jusqu'a maintenant comme marqueurs de la
phylogénie des archées, est-elle représentative de I’histoire évolutive des organismes ou donne-t-
elle un signal particulier ? Peut-on améliorer la résolution de la phylogénie des archées ? De
nouveaux marqueurs peuvent-ils apporter des éléments de réponse concernant la position
phylogénétique de certaines lignées, non résolue ou en débat, comme, par exemple, les relations au
sein des méthanogenes classe | ; entre les méthanogenes classe 11 et les Halobacteriales ; la position
des ordres de crenarchées proposés récemment, Acidilobales et Fervidicoccales ; la position des
lignées de d’archées de taille nanométrique, Nanoarchaeota, Nanohaloarchaea et le groupe
ARMAN ; ou les relations entre les différents phyla d’archées ; etc. ?

Pour cela, nous avons cherché de nouveaux marqueurs pour la phylogénie des archées par
des approches de phylogénomique, puis inféré une phylogénie d’une part a partir des marqueurs
sélectionnés et d’autre part en les associant avec les marqueurs de type informationnel utilisés dans
les études précédentes (protéines ribosomiques, sous-unités de I’ARN polymérase et facteurs de
transcription s). Cette étude fait 1’objet du Chapitre 1.

Objectif 2 : La recherche de la racine de I’arbre des archées grice a des homologues bactériens.
Parmi les marqueurs utilis€s pour inférer la phylogénie des archées, certains d’entre eux ont-
ils des homologues bactériens pouvant étre utilisés pour raciner cette phylogénie (i.e. des
homologues bactériens issus de I’ancétre commun de tous les organismes et non pas de transferts
horizontaux depuis des archées) ? Peut-on placer la racine (i.e. la premiére divergence au sein des

archees) grace a ces homologues bactériens avec un support suffisant ? Si oui, ou se place cette
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racine? Quelles relations entre les phyla d’archées observe t-on ? Quelles sont les implications sur
la taxonomie des archées ?

Pour répondre a ces questions, nous avons recherché parmi les marqueurs utilisés pour
inférer la phylogénie des archées (nouveaux et anciens) ceux qui avaient des homologues bactériens
suffisamment conserves. Aprés une analyse fine des phylogénies individuelles contenant les
homologues bactériens, nous avons sélectionné un sous-ensemble de marqueurs deédiés a cette
étude, et inféré les phylogénies afin de raciner 1’arbre des archées. Cette étude fait 1’objet du

Chapitre 2.

L'analyse des génomes d'archées nécessaires pour attendre I'objectif 1 a produit une énorme
masse d'information sur des protéines d'archées (leur répartition taxonomique, présence de
transferts horizontaux, etc.). Cette information peut étre exploitée pour comprendre 1’évolution de
ce domaine. Au cours de ma thése, j’ai analysé I’histoire évolutive d'une de ces protéines, la
protéine Dnal-Fer, présente uniquement chez les thaumarchées et les plantes, et du systeme
chaperonne DnaK-GrpE-Dnal avec lequel la protéine DnaJ-Fer interagit. Ce travail est présenté

dans le Chapitre 3.
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Les trois Chapitres contenus dans cette thése sont le résultat d’une analyse globale des
génomes de Cenarchaeum symbiosum et Nitrosopumilus maritimus, deux Thaumarchaeota, et de
‘Candidatus Caldiarchaeum subterraneum’, seul représentant du phylum Aigarchaeota. Le but
premier de ces analyses était de mettre en évidence des protéines portant un signal pouvant servir a
la résolution de la phylogénie des Archaea, point qui sera traité dans le Chapitre 1. Le choix de deux
génomes de thaumarchées et de I’aigarchée nous a semblé le plus intéressant pour rechercher de
nouveaux marqueurs pour la phylogénie des archées. D’une part, ils partagent des geénes avec les
crenarchées et/ou les euryarchées (Brochier-Armanet et al. 2008; Nunoura et al. 2011), ce qui nous
permettra de trouver de nouvelles protéines présentes dans les différents phyla. D’autre part, la
position phylogénétique de ces phyla récemment proposés n’est pas résolue, et I'utilisation de
marqueurs présents dans leurs génomes pourrait nous aider a répondre a cette question. Le Chapitre
2 traite de la position de la racine de I’arbre des Archaea, donc des relations entre phyla. Le
Chapitre 3 présente une histoire évolutive originale, celle de la protéine DnaJ-Fer et du systeme
chaperonne DnaK-GrpE-DnalJ, mettant en jeux plusieurs transferts horizontaux entre les trois
domaines du vivant. L’analyse des génomes de N. maritimus, C. symbiosum et ‘Ca. Caldiarchaeum
subterraneum’ a permis de souligner de nombreux autres cas de protéines avec des histoires
évolutives potentiellement intéressantes, avec transferts horizontaux, duplications et/ou pertes de
genes, qui n’ont pu étre traités en détails dans cette these.

J’ai d’abord étudié I’histoire évolutive de chaque protéine codée dans ces trois génomes par
des analyses phylogénétiques préliminaires. J’ai ainsi pu sélectionner les protéines intéressantes
pour le Chapitre 1, puis pour le Chapitre 2. Les méthodes utilisées pour 1’analyse initiale et une

partie des méthodes utilisées pour les Chapitres 1 et 2 sont donc communes ; je les expose ici.
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A. Analyses phylogénétiques des protéines codées dans les génomes de C.
symbiosum, N. maritimus et ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’.

La premicere étape d’analyse a été la construction de la phylogénie de chacune des protéines
codees dans les trois génomes de référence. Cette étape a été faite en collaboration avec Philippe
Deschamps, qui avait mis en place précédemment une procédure qui génere des phylogénies de
fagon automatique pour les protéines choisies en utilisant les séquences similaires extraites d'une

bangue de données locale.

1. Construction d’une banque de données locale

La banque de données locale est composée des protéines codees par 92 génomes complets
d’Archaea (correspondant a un représentant par espece) disponibles en avril 2011; des protéines
codées par les génomes complets de 297 bactéries et de 122 eucaryotes choisis parmi les différents
phyla afin de représenter, dans la mesure du possible, la diversité actuellement connue et séquencée

de ces deux domaines (Annexe 1, Supplementary Table S1). Ces séquences protéiques d’archées et
de bactéries ainsi que la plupart de celles des eucaryotes ont été obtenues directement a partir de la
banque de données GenBank (Benson et al. 2013), accessible sur le site du NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Un certain nombre de génomes complets d’eucaryotes n’étant pas
disponibles dans GenBank, ils ont pu étre obtenus a partir d’autres banques, telles que le JGI
(http://genome.jgi-psf.org/), et des banques spécialisées pour le génome de différents organismes
(Cyanidioschyzon merolae : http://merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp/ ou Galdieria sulphuraria

http://genomics.msu.edu/galdieria/). La liste de ces génomes est donnée dans 1’Annexe 1

Supplementary Table S1.

2. Génération des phylogénies préliminaires

Le nombre de protéines étudiées et conservées a chaque étape est indiqué dans le Tableau 3.
Les génomes de N. maritimus et de C. symbiosum étant assez proches en termes de similarité de
séquences (e.g. 94% d’identité entre leurs ARN de la petite sous unité du ribosome (SSU rRNA)) et
de contenu en geénes, nous avons décidé de ne conserver que la protéine issue du génome de N.
maritimus dans le cas ou une protéine homologue proche existait chez C. symbiosum. Pour cela,
nous avons fait une recherche de similarité par BLASTp (Altschul et al. 1990) entre chaque paire de
protéines homologues dans ces deux génomes, et si deux protéines présentaient un pourcentage

d’identité supérieur ou égal a 60%, nous n’avons conservé que la protéine de N. maritimus (Tableau
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3). Aux protéines ainsi triées, nous avons rajouté celles de ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’.

A partir de chaque protéine des trois génomes étudiés, nous avons réalisé une recherche de
similarité sur la banque de données locale grace au logiciel BLASTp (Altschul et al. 1990). Nous
avons gardé uniquement les 200 premiers résultats trouvés, ayant une E-value inferieure & 10” ; au
dessus de cette valeur, nous considérons que, méme si les sequences peuvent étre homologues, elles
sont trop distantes pour étre utilisées dans notre étude. En effet, nous cherchons seulement les
orthologues les plus proches de nos séquences de référence et si ceux-ci sont trop divergents, le
signal évolutif ne sera pas assez fiable pour les utiliser comme marqueurs de la phylogénie des
archaea. Suite a cette sélection, nous avons éliminé tous les jeux de données contenant moins de 4
séquences, puisqu’aucune information phylogénétique utile ne pourrait en étre extraite (Tableau 3).

L’ensemble de ces jeux de données ont été alignés par le logiciel MAFFT (Katoh et al.
2005), avec les options par défaut. De précédents tests de différents logiciels d’alignements
(Clustalw (Larkin et al. 2007), Muscle (Edgar 2004), Probcons (Do et al. 2005), T-Coffee
(Notredame, Higgins, and Heringa 2000), nous ont permis de comparer le rapport entre la qualité
des résultats et le temps de traitement des données, et MAFFT nous semble étre actuellement le
programme le plus efficace dans la plupart des cas d'apres ces deux critéres. Certains cas complexes
sont parfois mieux traités par d’autres logiciels (cf. Chapitre 3) mais dans une analyse massive de
données, il était important d’utiliser la méthode qui donnait les meilleurs résultats de facon
générale.

A partir de ces alignements, les positions dont I’homologie est relativement certaine ont été
sélectionnées automatiquement grace au logiciel BMGE (Criscuolo and Gribaldo 2010), avec les
options par défaut. Ici encore, des tests effectués avec d'autres logiciels nous ont fait favoriser
BMGE car il semblait étre le plus efficace en termes de rapport qualité des résultats/temps de
traitement.

Enfin, des phylogénies ont été inférées a partir de ces alignements grace au logiciel FastTree
version 2.1.4 (Price, Dehal, and Arkin 2010) implémentant une méthode de maximum de

vraisemblance approximée, avec les options par défaut.
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Génome
‘Ca. Caldiarchaeum

N. maritimus C. symbiosum )
subterraneum

Nombres de jeux de données

Totall au départ (flombre de protéines 1796 5017 1704
codées dans le génome)

Apres BLAS?T réciproque entre N. maritimus 1796 674 1704
et C. symbiosum

Aprés ellmlnat'|0n des jelux de données 1381 626 1205
contenant moins de 4 séquences

Total analysés phylogénétiquement 3212

Tableau 3 : Nombre de protéines conservées a chaque étape de I'analyse des génomes complets de N.
maritimus, C. symbiosum et ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’.

3. Tri et sélection des phylogénies préliminaires

L’analyse des 3212 phylogénies inférées a été faite de fagcon manuelle avec 1’aide du logiciel
TreeReader développé dans notre équipe par Philippe Deschamps. Ce logiciel permet d’afficher des
arbres phylogénétiques sur lesquels les noms d’especes présents aux nceuds terminaux sont colorés
automatiquement en fonction de leur taxonomie (d'apres la classification utilisée par GenBank).
L’autre avantage de cet outil est qu’il permet de charger un seul fichier contenant la totalité des
arbres a étudier, au format Newick, et de passer d’un arbre a un autre d’un simple clic. Il est
possible de raciner 1’arbre observé sur le nceud choisi ou de faire permuter des branches. Cette
facilité de lecture des arbres (a la fois en termes de manipulation et d’observation par la coloration
automatique des noms d’espéces en fonction de leur taxonomie) a rendu plus efficace 1’analyse de
I’ensemble des phylogénies inférées par I’observation de chaque phylogénie.

Ainsi pour chaque arbre, j’ai noté dans un tableau (Annexe 2) une série d'observations. Tout
d’abord, j’ai indiqué 1’absence ou la présence de différents groupes taxonomiques, 8 commencer par
les trois domaines Archaea, Bacteria et Eucarya, mais aussi a un niveau taxonomique plus détaillé,
comme les différents phyla d’archées, ou les grands embranchements d’eucaryotes. Ensuite, j’ai
inféré 1’intérét potentiel de la protéine comme marqueur de la phylogénie des Archaea. Pour cela, il
fallait que la protéine soit présente dans un minimum de génomes d’Archaea (~10-15), que les
séquences d'Archaea forment un groupe globalement monophylétique (afin de limiter les risques de
transferts horizontaux et de paralogie ancienne) et que les groupes (particuliérement les ordres) dont

la monophylie est décrite chez les Archaea le soient. J’ai aussi noté si de potentiels transferts
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horizontaux étaient observables dans 1’histoire évolutive de chaque protéine. Enfin, j’ai relevé un
certain nombre d’observations, qui permettront une ré-analyse ciblée de certaines protéines pour
aborder différentes problématiques. Les trois premiers points ont été notés de la facon la plus
standardisée possible. Par exemple, I’absence d’un groupe est noté par un 0, sa présence par un 1 ;
une protéine potentiellement marqueur de la phylogénie des Archaea est annotée « M ». Ce type
d’annotation est précieux pour pouvoir faire différents tris automatiques sur ces données, et sortir la
liste de protéines correspondante a une situation d’intérét, méme si elle n’avait pas été prévue au
départ de I’analyse. Les analyses du Chapitre 2 en sont un parfait exemple, puisque ce projet n’avait
pas été prévu lors du lancement de ce travail, mais a été possible grace a un tri des familles

protéiques sur le critere de la présence de bactéries dans les jeux de données.
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B. Inférence de la phylogénie des Archaea : méthodes du Chapitre 1

1. Analyse des protéines d’intérét pour I’étude de la phylogénie des Archaea
a. Sélection des protéines d’intérét

A partir des informations collectées dans le tableau mentionné ci-dessus (Annexe 2) j’ai
extrait une liste de protéines pouvant potentiellement étre utilisées pour 1’analyse de la phylogénie
des Archaea. Comme précisé precédemment, il fallait que la protéine soit présente dans un
minimum de génomes d’Archaea (~10-15), que les séquences d'archées soient globalement
monophylétiques et que les groupes d’archées dont la monophylie est admise le soient. 209
protéines ont été sélectionnées a partir des génomes de N. maritimus et C. symbiosum (193 et 16
respectivement) et 55 a partir du génome de ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’ (Tableau 4) Ces
chiffres excluent les protéines ribosomiques, les sous-unités de I’ARN polymérase et les facteurs de
transcriptions y étant associés, bien connus et déja utilisés dans de nombreuses études antérieures.
Ces derniers ont fait 1’objet d’une mise a jour au cours de mon travail a partir des données de
Brochier-Armanet et collaborateurs en 2011 (Brochier-Armanet, Forterre, and Gribaldo 2011) et de
Gribaldo et Brochier-Armanet en 2006 (Simonetta Gribaldo and Brochier-Armanet 2006),

respectivement.

b. Construction d’une banque de données locale de génomes complets d’Archaea

L’objectif de cette analyse était de reconstruire la phylogénie globale des Archaea. De fait,
nous avons décidé de ne travailler qu’a partir de séquences d’Archaea (un transfert horizontal vers
un autre domaine ne pouvant modifier I’histoire évolutive au sein des Archaea) mais avec un
échantillonnage le plus riche possible pour ce domaine. Pour cela, nous avons construit une banque
de données locale nommée ‘AllArchaea’, contenant toutes les protéines prédites de 129 génomes
complets d’Archaea (avec un représentant par espece) disponibles au début de cette analyse, en

avril 2012 (Annexe 1, Supplementary Table S3). Les protéines de ces 129 génomes ont été

collectées sur GenBank (Benson et al. 2012).

¢. Construction des jeux de données

Pour chaque protéine, un nouveau jeu de données a été construit contenant les homologues

identifiés chez les différentes espéces d'archées. Afin de couvrir au mieux la diversité des archées
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lors de la recherche d’homologues par similarité avec BLASTp, je suis partie systéematiquement de
plusieurs séquences graines. Pour cela, j’ai sélectionné dans les phylogénies de départ (contenant
des homologues bactériens et eucaryotes) une séquence de thaumarchée, d’euryarchée et de
crenarchée dans le groupe monophylétique d’archées m’intéressant. La plupart du temps, la
séquence de départ de N. maritimus, C. symbiosum ou ‘Ca. Caldiarchacum subterraneum’ a été
sélectionnée, mais dans certains cas rares, j’ai préféré me concentrer sur un groupe de séquences
paralogues a ma séquence d’origine. Les critéres pour le choix d’une séquence graine étaient : une
position phylogénétique fiable (pas de transfert horizontal de genes (THG) ou de cas de paralogie
flagrant, et pas de séquence isolée loin des autres archées) et une longueur de branche pas trop
importante par rapport aux autres branches de 1’arbre. Dans la mesure du possible, j’ai sélectionnée
les séquences de Methanobrevibacter ruminantum et Sulfolobus tokodaii comme graine euryarchée
et crenarchée respectivement. Si 1’une de ces espéces était absente, j’ai sélectionné la séquence
d’une espece proche.

A partir de chacune de ces séquences graines, j’ai fait une recherche de similarité en local
grace au logiciel BLASTp (Altschul et al. 1997) sur la banque de données ‘AllArchaea’, avec les
options par defaut, sauf pour le nombre de résultats et le nombre d’alignements visibles qui ont été
réglés a 500. Nous avons considéré qu’au-dela de 500 résultats, soit les séquences n’étaient pas des
homologues a notre protéine de départ, soit elles étaient trop éloignées pour la problématique de
notre analyse, qui nécessite 1’utilisation d’orthologues et doit exclure absolument les paralogues.
Les résultats de BLAST ont été analysés manuellement afin de s’assurer de 1’homologie des
séquences retenues, et si possible de 1’orthologie, pour la suite de 1’analyse. Les séquences
sélectionnées ont été extraites de la banque de données locale ‘AllArchaea’ grace a un script de
traitement de données cod¢ par Philippe Deschamps, permettant de retrouver a partir d’un fichier de
sortie BLAST au format xml les premiers résultats de BLAST jusqu’a une limite choisie chiffrée, et
d’aller chercher les séquences correspondantes dans la banque de données utilisée pour la recherche
de similarité. Un fichier contenant ces séquences au format fasta est alors crée.

Pour chaque protéine d’intérét, j’ai donc, a cette €tape, trois fichiers contenant les séquences
issues des recherches de similarités depuis les séquences graines de Thaumarchaeota,
d’Euryarchaeota et de Crenarchaeota. Ces trois fichiers ont alors été fusionnés en un seul, qui a été
tri¢ automatiquement pour ¢éliminer les doublons et ne conserver qu’une seule copie de chaque
séquence. A ce moment, nous avons un fichier fasta pour chaque protéine sélectionnée au départ

comme marqueur potentiel.

85



Phylogénie et évolution des Archaea, une approche phylogénomique

d. Analyse phylogénétique des jeux de données

Alignement

Chaqgue jeu de données a été aligné grace au logiciel MAFFT (Katoh et al. 2005) avec les
options par défaut. Les fichiers d’alignements ont ensuite été convertis dans un format auquel est
associé un fichier d’information contenant la fiche d’information GenBank de chaque séquence du
fichier (fichier.ali et fichier.inf respectivement), ces deux fichiers étant lisibles par le logiciel MUST
(Philippe 1993).

Phylogénies préliminaires

Chaque alignement a été nettoyé avec le logiciel BMGE (options par défaut) (Criscuolo and
Gribaldo 2010) pour la suppression des positions non homologues, et une phylogénie a été inférée
par maximum de vraisemblance grace au logiciel PhyML version 3.0 (Guindon et al. 2010), avec la
matrice de substitution LG (Le and Gascuel 2008) et une loi gamma a quatre catégories pour tenir
compte de I’hétérogénéité de la vitesse d’évolution des sites (LG+G4). A cette étape, nous avons
choisi d’utiliser le logiciel PhyML plutot que le logiciel FastTree (approximation de maximum de
vraisemblance) car il s’agit d’'une méthode plus robuste, méme si le temps de calcul est beaucoup
plus long (il n’était pas envisageable de 1’utiliser pour traiter plus de 3000 jeux de données de
I'analyse préliminaire).

A partir des phylogénies produites par PhyML il a été possible de supprimer les redondances
entre les jeux de données. En effet, il est possible par exemple que deux paralogues présents chez
les Thaumarchaeota aient été traités séparément, alors que chez le reste des archées il n’existe
qu’une seule copie de cette protéine. Dans ce cas, nous avons décidé de ne garder qu’une seule
copie du jeu de données et qu’une seule copie de la protéine chez les Thaumarchaeota. Apres cette
étape, restaient donc 181 jeux de données pour les génomes de N. maritimus et C. symbiosum (173

et 8 respectivement) et 55 pour le génome de ‘Ca. Caldiarchacum subterraneum’.

Répartition taxonomique des séquences

Enfin, a partir de chaque fichier fasta, j’ai reporté automatiquement le nombre de copies de
la protéine présent dans chaque espéce d’Archaea afin d’avoir un indicateur du nombre de
paralogues ou de copies en double dans le jeu de données. Ce travail a été fait grace au script
« TaxRep.pl », que j'ai codé pour compter le nombre de séquences d’une espéce (a partir de son
numéro TaxID) dans un fichier fasta. Le résultat obtenu est un tableau dans lequel chaque ligne

correspond a une espece et chaque colonne a un fichier fasta. Le croisement entre une ligne et une
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colonne donne le nombre de séquences de cette espéce dans le fichier (Annexe 3).
Analyse de I’alignement

Chaque jeu de données aligné a été analysé grace au logiciel MUST (Philippe 1993) qui
permet de faire des aller-retour entre I’alignement et des phylogénies inférées par Neighbour
Joining (Saitou and Nei 1987). Cette étape a permis de supprimer les séquences treés divergentes qui
auraient pu rester, de selectioner un groupe de paralogue dans les cas de duplication ancienne et de
choisir entre deux copies paralogues pour une espéce ou pour un taxon si la duplication s’est faite
apres le dernier ancétre commun des Archaea. Elle permet aussi de mettre en évidence d’éventuels
transferts horizontaux de génes entre Archaea, et donc d’écarter les séquences xénologues de
I’analyse finale (dans ces cas particuliers, j’ai gardé une trace de 1’alignement contenant les
séquences issues de transferts horizontaux). Enfin, j’ai écarté un certain nombre de jeux de données
dont la qualité n’était pas suffisante pour étre utilisés pour 1’analyse de la phylogénie des Archaea
(irrésolution trop importante, doute sur des cas de THG ou de paralogie...) J’ai fait ce travail de
nettoyage de I’alignement en tenant compte du tableau d’information de départ (Annexe 2), des
phylogénies inférées par FastTree contenant les homologues bactériens et eucaryotes, des
phylogénies PhyML ne contenant que les séquences d’archées, et du tableau de répartition
taxonomique (Annexe 3). A la fin du nettoyage de I’alignement, il ne devait rester qu’une seule
séquence par génome d’archée, donc au plus 129 séquences par jeu de données. Le nombre de jeux
de données conservés est indiqué dans le Tableau 4. La liste des protéines retenues est indiquée
dans I’Annexe 1, Supplementary Table S2.

Génome

‘Ca. Caldiarchaeum

N. maritimus C. symbiosum )
subterraneum

Nombres de jeux de données

Etudiés comme marqueurs potentiels 193 16 55

Aprés suppression des paralogues chez

les Thaumarchaeota 173 8 2>
Conservés comme marqueurs 153 4 43
Total des jeux de donnés retenus 200

Tableau 4 : Nombre de protéines conservées a chaque étape de I’analyse des marqueurs potentiels
depuis les génomes complets de N. maritimus, C. symbiosum et ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’.

Les 200 jeux de données retenus ont été réalignés avec le logiciel MAFFT (Katoh et al.
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2005) avec options par défaut afin d’éliminer le bruit qui avait pu étre créé dans I’alignement a
cause des séquences trés divergentes ou non homologues. Les positions homologues conservées
utilisées pour I’inférence des phylogénies ont ensuite été choisies de maniére semi-automatique

pour une meilleure expertise grace au programme NET du package MUST (Philippe 1993).

Phylogénies individuelles définitives

Enfin, pour chaque jeu de données, une phylogénie a été inférée par maximum de
vraisemblance gréace au logiciel Treefinder version octobre 2008 (Jobb, von Haeseler, and Strimmer
2004) avec le mode¢le d’évolution LG+G4.

e. Analyse fonctionnelle des 200 nouveaux marqueurs

Pour avoir une idée du role de ces protéines dans la cellule, nous avons utilisé les catégories
fonctionnelles de la banque COG (R L Tatusov, Koonin, and Lipman 1997; Roman L Tatusov et al.
2003). L’assignation a ces catégories fonctionnelles a été faite par une recherche de similarité par
BLASTp contre la banque COG (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/ (Roman L Tatusov et al.
2003)) a partir de chaque séquence protéique. Si le premier résultat de BLAST avait une E-value
inferieure a 10-5, j’ai assigné sa catégorie fonctionnelle COG a la séquence testée (Annexe 1,

Supplementary Table S2).

2. Mise a jour des jeux de données de protéines informationnelles

Les analyses précédentes de la phylogénie des archées par Brochier-Armanet et
collaborateurs ont été faites principalement sur les protéines de type informationnel telles que les
protéines ribosomiques (Brochier-Armanet, Forterre, and Gribaldo 2011) ou les protéines formant
les sous-unités de I’ARN polymérase (Simonetta Gribaldo and Brochier-Armanet 2006), comme
expliqué dans I’Introduction. Dans cette nouvelle analyse de la phylogénie des Archaea, nous avons
voulu réutiliser cet ensemble de protéines en plus des nouvelles données apportées par notre analyse
des génomes complets de N. maritimus, C. symbiosum et ‘Ca. Caldiarchacum subterraneum’. La
liste des protéines issues de ces deux précédentes études est indiquée dans 1’Annexe 4. Les jeux de
données correspondants ont ét¢é mis a jour pour qu’ils présentent le méme échantillonnage
taxonomique que les 200 marqueurs que j’ai identifiés. De la méme fagon, les positions
homologues conservées utilisées pour I’inférence phylogénétique ont été choisies manuellement

avec le logiciel MUST.
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3. Inférence de la phylogénie globale des Archaea
a. Construction des supermatrices

Le but de ce travail était d’une part d’améliorer la résolution de la phylogénie des Archaea,
et d’autre part d’étudier le signal phylogénétique contenu dans d’autres protéines que les protéines
informationnelles utilisées classiquement. Pour cela, nous avons utilisé une approche de
supermatrice de caractéres en concaténant différents alignements afin d’avoir un maximum de
signal pour l’inférence phylogénétique. Dans cette optique plusieurs concaténations ont été
construites : une premicére avec 1’ensemble des 200 jeux de données issus de 1’analyse présentée ici,
une deuxiéme avec I’ensemble des protéines ribosomiques et une troisiéme contenant les sous-
unités de I’ARN polymérase et les facteurs de transcription. Enfin, deux supermatrices ont eté
construites a partir de I’ensemble des marqueurs : une premiére contenant la totalité des 273 jeux de
données et, afin de tester I’impact des données manquantes, nous avons aussi construit une
supermatrice en limitant le nombre d’espéces manquantes autorisé a 10 par jeux de données,
appelée « Matrice 10 ». Si plus de 10 espéces étaient absentes, le jeu de données n’était utilisé pour
la construction de la supermatrice. Les différentes matrices construites et analysées sont indiquées

dans le Tableau 5.

ARN polymérase

SoUVEatiX . Prote||:1es et facteurs de Matrice totale Matrice 10
marqueurs rlbosomlques S
transcrlptlon
Nombre de 48 904 6228 2970 58102 35589
positions
hiatlarie efe e el 200 57 16 273 179
données

Tableau 5 : Les différentes supermatrices construites pour les analyses phylogénétiques.
b. Désaturation

La saturation du signal phylogénétique dans certains marqueurs peut étre responsable de
I’irrésolution d’une phylogénie, ou du moins de I’irrésolution de la position d’espéces évoluant
particulierement vite (Philippe and Laurent 1998). Cette saturation est liee a des temps d'évolution
trés longs et/ou a des taux de mutation rapides, qui vont effacer la trace des mutations précédentes,
donc du signal évolutif le plus ancien. Les protéines n’évoluant pas toutes a la méme vitesse et, au

sein de chaque protéine, chaque position pouvant étre soumise a une pression de sélection
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différente, une possibilité pour diminuer ce biais est de sélectionner les marqueurs et/ou les sites
ayant une vitesse d’évolution plus lente. Les deux méthodes ont été employées dans cette étude afin

d’essayer de résoudre certaines nceuds problématiques de la phylogénie des archées.

Désaturation par sélection de sites

La désaturation par sélection de sites a été faite par une méthode de « slow-fast » mise en
place par Brinkmann et Philippe (Brinkmann and Philippe 1999). Le calcul des vitesses d’évolution
par site et la construction des différentes matrices a été faite grace au logiciel SlowFaster (Kostka et
al. 2008). Cette méthode consiste a calculer pour chaque position de 1’alignement la vitesse
d’évolution du site (nombre de changements survenus par position) dans différents ensembles de
séquences définies préalablement. Le taux d’évolution d’une position est estimé par la somme des
changements survenus au sein des différents groupes de séquences sélectionnés. Les sites sont
ensuite assemblés en différentes matrices : la premiére contenant les sites ayant le taux d’évolution
le plus lent, auxquels sont ajoutés les sites ayant un taux d’évolution de plus en plus rapide. Ainsi, la
matrice Sp contient les sites invariants au sein de chaque ensemble de séquence, la matrice S;
contient en plus les sites pour lesquels un seul changement a été mis en évidence sur I’ensemble des
sous-groupes, et ainsi de suite.

Ici, nous avons choisi d’appliquer cette méthode sur la supermatrice contenant a la fois les
nouveaux marqueurs et les protéines informationnelles contenant les jeux de données dans lesquels
manguent au plus 10 especes, ainsi que sur une sélection de 81 especes (Annexe 1, Supplementary
Table S3) correspondant a une liste réduite d’archées avec un choix équilibré de représentants de
chaque groupe d’Archaea. 48 matrices ont été construites. Une deuxieme série de matrices a été
calculée a partir de la méme supermatrice de départ mais sans les lignées d’archées nanométriques
(Nanoarchaeum equitans, le groupe ARMAN (i.e. ‘Candidatus Micrarchaeum acidiphilum’
ARMAN-2, ‘Candidatus Parvarchaeum acidiphilum’> ARMAN-4, ‘Candidatus Parvarchaeum
acidophilus> ARMAN-5) et les Nanohaloarchaea (i.e. ‘Candidatus Haloredivivus sp. G17°,
‘Candidatus Nanosalina sp. JO7TAB43’ et ‘Candidatus Nanosalinarum sp. JO7AB56’). 47 matrices
ont été construites. Pour les inférences phylogénétiques, nous avons choisi d’utiliser seulement les
matrices séparées d’une taille d'au moins 500 positions dans un souci temps de calcul /gain de
signal, ce qui représente 35 matrices. La liste des matrices utilisées et le nombre de positions
qu’elles contiennent sont indiquées dans I’Annexe 5. Seuls les résultats sans les sept espéces

placées sur des longues branches sont présentés dans le Chapitre 1.
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Désaturation par sélection de génes

Si la vitesse d’évolution est hétérogéne entre les sites au sein d’une protéine, elle I’est
¢galement d’une protéine a I’autre. Nous avons voulu prendre en compte de cette hétérogénéité afin
de désaturer la supermatrice totale et essayer de faire ressortir le signal porté par des protéines
évoluant lentement. Pour cela, nous avons mis en place la méthodologie suivante : pour chaque
protéine, un arbre individuel a été inféré par maximum de vraisemblance (avec Treefinder, cf.
Matériels et Méthodes B.1.d), les longueurs de branches dans un arbre en maximum de
vraisemblance étant le reflet de la vitesse d’évolution estimée de la protéine, nous avons utilisé ces
longueurs de branches pour estimer une vitesse d’évolution moyenne de cette protéine. Ensuite, tout
comme pour la désaturation par sélection de sites, nous avons construit différentes matrices, la
premiere contenant les protéines évoluant le plus lentement, auxquelles sont ajoutés matrices apres
matrices, les protéines évoluant plus rapidement.

Concrétement, pour chaque protéine, j’ai extrait des matrices de distances entre chaque paire
de séquences grace au script Newick2Additive.jar développé par Alexis Criscuolo [Communication
personnelle]. A partir de ces matrices de distances, j’ai calculé une « distance moyenne » pour
I’arbre, en moyennant les distances séparant des couples d’especes choisies préalablement. Pour
cela, nous avons choisi de prendre en compte la distance entre deux groupes d’euryarchées
(Thermococcales et Methanomicrobiales), entre deux groupes de crenarchées (Sulfolobales et
Thermoproteales), entre chacun de ces groupes et les thaumarchées ou ’aigarchée, et entre chaque
groupe d’euryarchées et chaque groupe de crenarchées. Pour chaque groupe, I’espece présente dans
le plus de jeux de données était utilisee comme référence, si elle était absente la suivante la plus
représentée était utilisée. Au total, au maximum 10 distances ont donc été moyennées. Ce travail a
été effectué automatiquement griace a un script que j’ai mis en place « DistTree.pl », a partir des
listes d’especes utilisées et des matrices de distances extraites des arbres individuels. Enfin, nous
avons construit, a partir des 273 jeux de données, 28 supermatrices, la premiere contenant les 10
jeux de données ayant les vitesses d’évolution les plus lentes, la seconde, les 20 jeux de donnés les

plus lents et ainsi de suite (Annexe 6).

c. Inférences phylogénétiques

A partir de ces alignements, des phylogénies ont éte inférées par différentes méthodes : en
approximation de maximum de vraisemblance grace au logiciel FastTree 2.1.4 (Price, Dehal, and
Arkin 2010), en maximum de vraisemblance grace au logiciel RaxML version 7.2.4 (Stamatakis

2006; Stamatakis, Hoover, and Rougemont 2008) avec des valeurs de soutien obtenues en Rapid
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Bootstrapping et avec PhyML version 3.1 (Guindon et al. 2010), et par une méthode bayésienne
avec Phylobayes version 3.3 (Lartillot, Lepage, and Blanquart 2009). Le calcul des phylogénies a
partir de supermatrices aussi importantes peut prendre énormément de temps, et avec des
différences trés importantes selon les méthodes. Certains calculs sont donc toujours en cours, et
seule une partie des résultats sont présentés dans le Chapitre 1.

Nous avons aussi fait différentes sélections d’especes sur ces supermatrices afin d’essayer de
résoudre des questions particuliéres de la phylogénie des Archaea. D’une part en enlevant les
lignées correspondants aux archées nanométriques qui se positionnent sur des longues branches, qui
peuvent étre soumises a des artefacts tels que 1’attraction de longues branches (LBA) (Philippe and
Laurent 1998), et en les réinsérant une par une. D’autre part, en ne sélectionnant que les
euryarchées d’une part et les crenarchées d’autre part permet d’obtenir un meilleur signal au sein de
chaque phylum.

Le détail des méthodes et des parametres utilisés est expliqué dans I’article du Chapitre 1.
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C. Racinement de I'arbre des Archaea : méthodes du Chapitre 2

1. Génération des jeux de donnés pour le racinement de I'arbre des Archaea

Certaines des protéines que nous avons utilisées pour I’inférence de la phylogénie des
Archaea ont des homologues bactériens. Les protéines ribosomiques, bien sir, mais aussi certains
des 200 nouveaux marqueurs mis en évidence dans cette étude. Nous avons donc utilisé ces

homologues bactériens comme groupe extérieur pour essayer de raciner la phylogénie des Archaea.

a. Sélection des protéines d’intérét

La présence d’homologues bactériens avait déja été notée lors de 1’analyse globale de
I’ensemble des phylogénies des trois génomes de N. maritimus, C. symbiosum et ‘Ca.
Caldiarchaeum subterraneum’. Il a suffit de sélectionner parmi les 200 marqueurs de la phylogénie

des Archaea, les protéines ayant des homologues bactériens. 1l y en avait 81.

b. Construction d’une banque de données locale de génomes complets de bactéries

L’objectif de cette analyse était de raciner la phylogénie des Archaea avec les homologues
bactériens pour les marqueurs déja analysés. Pour cela, nous avons construit une banque de données
locale nommée ‘BacteriaRacine’, contenant les protéines prédites dans 117 génomes complets de
bactéries, correspondant a environ cing représentants par phylum bactérien. Nous avons choisi les
représentants de chaque phylum en prenant les cing génomes contenant le plus de protéines (un
représentant par espéce et par genre, dans la mesure du possible) parmi les génomes complets
disponibles au début de cette analyse en février 2013 (Annexe 7, Supplementary Table S1).

c. Construction des jeux de données pour I’'analyse des marqueurs potentiels

Pour chacun des 81 marqueurs sélectionnés, nous avons fait une recherche de similarité par
BLASTp (Altschul et al. 1997) sur la banque ‘BacteriaRacine’ a partir de la protéine de départ (en
utilisant les homologues de N. maritimus, C. symbiosum ou ‘Ca. Caldiarchacum subterraneum’
comme graine dans la mesure du possible). Les recherches de similarité et ’analyse des résultats de
BLAST ont été faites de la méme fagon que I’analyse des résultats de BLAST sur la banque
‘AllArchaea’ dans 1’étape précédente de cette etude (cf. Matériels et Méthodes B.1). En cas de

doute sur le fait que certains homologues bactériens n’aient pas été détectés par BLAST a partir de
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la séquence d'archée, j’ai refait une recherche de similarité a partir de la premiére séquence
bactérienne trouvée. Une fois que la sélection des séquences a garder pour I’analyse a été faite, la
génération des jeux de données finaux a été réalisée en appliquant le méme protocole que dans la

premiére analyse (cf. Matériels et Méthodes B.1.c).

d. Analyse des jeux de données

Les jeux de donnés ont été analysés de la méme facon que ceux lors de la premiére analyse,
expliquée dans la partie Matériels et Méthodes B.1.d. A la fin du nettoyage de 1’alignement, il ne
devait rester qu’une seule séquence par espéce d’archée ou de bactérie, donc au plus 246 séquences
par jeu de donnees. Le nombre de jeux de données conserveés est indiqué dans le Tableau 6. La liste

des 38 protéines conservées est indiquée dans 1’Annexe 7, Supplementary Table S2 et dans

I’Annexe 8. La répartition taxonomique de ces 38 protéines parmi les 246 génomes especes est

donnée dans I’ Annexe 9.

Génome y .
Ca. Caldiarchaeum

N. maritimus C. symbiosum )
subterraneum

Nombre de jeux de données

Prot(?n?es ayant des homologues 58 1 2
bactériens.
Jeux de donnés conservés pour le

. - 35 1 9
racinement de la phylogénie des Archaea
Total des jeux de donnés conservés pour 38
I'analyse

Tableau 6 : Nombre de jeux de données conservés a chaque étape de I’analyse visant a raciner I’arbre des
Archaea avec les homologues bactériens.

2. Mise a jour des jeux de données de protéines informationnelles pour le
racinement de I'arbre des Archaea

De la méme facon que les jeux de données de protéines informationnelles ont été utilisés
apres mise a jour pour I’analyse de la phylogénie globale des Archaea, nous avons complété ces
mémes jeux de donnés en ajoutant les homologues bactériens des especes que nous avions
sélectionnées. Par contre, seules les protéines ribosomiques ont été utilisées ici, car peu de sous-
unités de ’ARN polymérase archéenne ont des homologues bactériens, et pour les quelques sous
unités pour lesquelles c’est le cas, ces homologues sont trés divergents, donc trés peu de signal
serait réellement exploitable. 32 protéines ribosomiques d'archées ont des homologues bactériens
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bien conservés et dont le signal peut étre utilisé. La liste de ces protéines utilisées est indiquée dans

I’ Annexe 7, Supplementary Table S2.

3. Inférence phylogénétique et racinement de I'arbre des Archaea
a. Construction des supermatrices

De la méme fagon que les jeux de données utilisés pour la phylogénie globale des Archaea
ont été concaténés en différentes supermatrices avec différents échantillonnages de jeux de données
ou d’espéces, les jeux de données utilisés pour placer la racine de I’arbre des archaea 1’ont été. La
premiere supermatrice contient les 38 marqueurs issus de 1’analyse précédente, une deuxi¢me les 32
protéines ribosomiques, et une derni¢re contient ’ensemble de ces 70 jeux de donnés. Le but de
cette analyse étant de placer la racine de 1’arbre des archaea et non pas de résoudre la phylogénie
intragroupe chez les archaea ou chez les bactéries, ces supermatrices ont été construites avec des

listes de 81 archées et de 27 bactéries (108 especes au totale) (Annexe 7, Supplementary Table S1)

afin de limiter le temps de calcul, déja tres important pour des supermatrices de cette taille. Les
différentes matrices construites et analysées sont indiquées dans le Tableau 7. A partir de ces
supermatrices, d’autres sélections d’espéces ont été choisies pour analyser 1’effet des especes

placées sur des longues branches par exemple, tout comme dans 1’analyse précédente.

Nombre de positions 6890 2560 9450

Nombre de jeux de

B 38 32 70
données

Tableau 7 : Différentes concaténations utilisées pour les analyses phylogénétiques de racinement de
I’arbre des archées.

b. Désaturation

Le positionnement de la racine de I’arbre des archaea nécessitant d'extraire un signal encore
plus ancien que celui pour résoudre les relations intra-archées, les analyses de désaturation étaient
aussi indiquées dans ce cas la. La méthodologie appliquée est la méme que dans la premiére

analyse.
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Désaturation par sélection de sites

La désaturation par sélection de sites pour les jeux de données construits pour la résolution
du placement de la racine de I’arbre des archées a été faite de la méme fagon que dans I’analyse
précédente. 10 matrices ont été construites, chacune ayant un gain d’environ 1000 positions en taille
par rapport a la précédente. La liste des matrices utilisées et le nombre de positions qu’elles

contiennent sont indiquées dans 1’Annexe 10.

Désaturation par sélection de génes

La désaturation par s€lection de génes a été faite de la méme facon que dans 1’analyse
précédente, mais des distances entre trois especes de bactéries et le reste des espéces d'archées déja
sélectionnées ont éte utilisées en plus. Nous avons ainsi construit 10 matrices a partir des 70 jeux de
données, la premiére contenant les 7 jeux de données ayant les vitesses d’évolution les plus lentes

puis en ajoutant les jeux de données 7 par 7. (Annexe 11)

c. Inférences phylogénétiques

De méme que dans I’analyse (cf. Matériels et Méthodes B.3), des phylogénies ont été
inférées avec différentes méthodes, particulierement avec les logiciel FastTree (Price, Dehal, and
Arkin 2010) et RAXML (Stamatakis 2006) dans les mémes versions que précédemment, et MrBayes
v3.2.1 (Ronquist et al. 2012) pour les analyses en inférence bayésienne.

Le détail des méthodes et des parametres utilisés est expliqué dans 1’article du Chapitre 2.
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Chapitre 1 : La Phylogénie des archées, au-dela des protéines informationnelles.

A. Introduction

Résoudre la phylogénie des archées est, comme je 1’ai expliqué dans 1’Introduction,
important pour la compréhension de 1’histoire évolutive de ce domaine mais aussi de I’ensemble du
vivant étant données les interactions entre les archées, leurs milieux et les autres étres vivants. Les
protéines ribosomiques (et par extension les protéines informationnelles, avec les sous-unités de
I’ARN polymérase) sont utilisées de plus en plus couramment depuis le séquencage des premiers
génomes d’archées pour établir cette phylogénie. Récemment, de grandes avancées dans les
techniques de séquencage ont permis [’augmentation exponentielle de la quantité de génomes
disponibles et, notamment, pour des taxons couvrant une part de plus en plus grande de la diversité
des archées. De nombreuses études ont été conduites récemment (cf. Introduction) pour essayer
d’inférer la phylogénie des archées a partir de ces données, mais les marqueurs utilisés restent
toujours, pour une grande partie, des protéines informationnelles. De ces analyses ressort le fait que
malgré leur qualité en tant que marqueurs phylogénétiques, ces protéines ne permettent pas de
résoudre tous les nceuds de l'arbre des archées. De plus, les protéines ribosomiques, les sous-unités
de ’ARN polymérase ou les ARNr interviennent tous dans des processus interconnectés dans la
cellule et sont peut étre porteurs d’'un méme signal phylogénétique, représentatif non pas de la
phylogénie des organismes mais de ces systemes en particulier.

Afin de répondre a ces questions, nous avons cherché de nouveaux marqueurs pour la
phylogénie des archées. Pour cela, nous avons inféré et analysé la phylogénie de chaque protéine
codée dans trois génomes (deux thaumarchées, N. maritimus et C. symbiosum et de 1’aigarchée ‘Ca.
Caldiarchaecum subterraneum’). Des jeux de données ont été construits en collectant les 200
premieres séquences trouveées par BLAST contre une banque locale contenant tous les génomes
d’archées disponibles, ainsi que des génomes de bactéries et d’eucaryotes représentatifs de la
diversité de ces domaines. Un certain nombre de protéines a été écarté trés rapidement, car ne
celles-ci ne présentaient pas assez d’homologues. [’analyse des 3212 jeux de données restants est
passée par plusieurs étapes de tri, jusqu’a la sélection de 200 protéines porteuses d’un signal
suffisamment fiable (sans transfert horizontal de gene ou paralogie). Ces 200 protéines
interviennent dans de nombreux processus cellulaires, pas uniquement informationnels. En effet,
I’analyse des catégories fonctionnelles COG auxquelles elles sont assignées montre que 53

interviennent dans des voies métaboliques, 24 dans des processus cellulaires et de signalisation, et
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24 appartiennent a des familles encore peu caractérisées. Une concaténation de ces 200 nouveaux
marqueurs a été construite pour 129 génomes d’archées. Bien que 149 génomes soient disponibles,
nous avons décidé de ne conserver qu’un seul génome par espéce dans la mesure ou notre travail ne
porte pas sur la phylogénie a un niveau taxonomique aussi faible. Parmi ces 129 espéces, 34
n’étaient pas représentées dans la derniére analyse de la phylogénie des archées (Brochier-Armanet,
Forterre, and Gribaldo 2011), dont sept nouveaux genres. La phylogénie inférée a partir de cette
premiere supermatrice montre un signal trés proche de celui des protéines informationnelles
utilisees couramment. Nous avons aussi actualisé ces jeux de données (57 protéines ribosomiques
(Brochier-Armanet, Forterre, and Gribaldo 2011) et 16 sous-unités de I’ARN polymérase et facteurs
de transcription associés (Simonetta Gribaldo and Brochier-Armanet 2006)), afin d’avoir le méme
échantillonnage taxonomique que pour les nouveaux marqueurs. Deux supermatrices ont été
construites, 1’une avec les protéines ribosomiques, 1’autre avec le systeme de transcription. Le
signal phylogénétique de ces trois supermatrices étant congruent, nous avons pu construire deux
nouvelles supermatrices a partir de I’ensemble de ces 273 protéines. Une premicre contenait 179
jeux de données pour lesquels moins de 10 espéces sont manquantes (afin d’estimer ’impact des
données manquantes) et la seconde contenait I’ensemble des jeux de données, avec un total de
58102 positions. Des méthodes de désaturation site par site et gene par géne ont été appliquées a ces
supermatrices afin de réduire la saturation mutationnelle des jeux de données et pour essayer de
replacer des espéces évoluant rapidement et sujettes aux artefacts d’attraction de longues branches.
Pour la méme raison, différents échantillonnages d’espéces ont été réalisés sur les archées de taille
nanométrique (N. equitans, ‘Ca. Micrarchaeum’, ‘Ca. Parvarchaeum’ et Nanohaloarchaea).

Ce travail est présenté dans ’article « Extending the conserved phylogenetic core of Archaea
disentangles the evolution of the third domain of Life.» (Petitjean, Deschamps, LoOpez-Garcia,

Moreira, Brochier-Armanet, en préparation).
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Chapitre 1 : La Phylogénie des archées, au-dela des protéines informationnelles.

B. Manuscrit de l'article 1: «Extending the conserved phylogenetic core of
Archaea disentangles the evolution of the third domain of Life. »
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Abstract.

Seminal works aiming at studying the phylogeny of Archaea relied mainly on the analysis of the
RNA component of the small subunit of the ribosome (SSU rRNA). The resulting phylogenies
have provided interesting but partial information on the evolutionary history of the third domain of
life because SSU rRNA sequences do not contain enough phylogenetic signal. Therefore many
relationships, and especially the most ancient, remained elusive. Moreover, SSU rRNA
phylogenies can be heavily biased by tree reconstruction artifacts. The sequencing of complete
genomes allowed using protein markers as alternative to SSU rRNA and the ribosomal proteins
are now used routinely to study ancient phylogenies. Taking the opportunity of the recent burst
of archaeal complete genome sequences, we have carried out an in-depth phylogenomic
analysis. We have identified 200 new protein families that form a conserved phylogenetic core of
genes together with the ribosomal proteins and the subunits of the RNA polymerase. The
accurate analysis of these markers sheds new light on the evolutionary history of this domain.
We resolved a number of important relationships such as those among methanogens Class I.
Furthermore the use of desaturation approaches revealed that several relationships recovered in
recent analyses are the consequence of tree reconstruction artifacts and allowed replacing the
three very fast evolving lineages of nanosized archaea.

Keywords. Phylogenomics, Methanopyrus kandleri, Methanohoma, ARMAN, Nanoarchaeota,
Nanohaloarchaea, Horizontal gene transfer, mutational saturation, Slow-Fast method.

Running title.

The identification of 200 new conserved phylogenetic markers brings-up the phylogeny of
Archaea.

Data deposition: All sequence alignments used in this work are available upon request to the

corresponding authors.
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Introduction.

The seminal work of Carl Woese and George Fox at the end of the 70’s (Woese, Fox 1977) has
contributed to establish the RNA component of the small subunit of the ribosome (SSU rRNA) as
the gold standard to study the evolutionary relationships among living beings (and especially
among microorganisms), and indeed this marker was subsequently proven to be a powerful tool
for modern systematics and the exploration of microbial diversity. Among the most important
discoveries relying on the analysis of SSU rRNA sequences was the awareness that the living
world was divided into three domains (i.e. Archaea, Eucarya and Bacteria) (Woese, Fox 1977)
and that most of the biological diversity was represented by uncultured microorganisms (for a
recent review on the topic see (Lopez-Garcia, Moreira 2008)).

In the 90’s, however, the question was asked whether the phylogenies based on SSU rRNA
sequences actually reflect the evolutionary history of organisms or, in other words, whether the
SSU rRNA is suitable to trace back the wealth of speciation events that have affected the
cellular lineages, especially the most ancient ones (Stiller, Hall 1999; Philippe, Germot 2000). In
fact, the phylogenetic signal carried by this molecular marker is too weak to resolve the deepest
nodes of the archaeal phylogeny, leading to largely unresolved trees (Robertson et al. 2005;
Cavicchioli 2011)but this is specific to neither Archaea nor SSU rRNA given that similar
situations have been reported for Bacteria and Eucarya and for other molecular markers (Roger
1999; Philippe et al. 2000; Brochier, Philippe 2002). The lack of phylogenetic signal can result
either from radiation, mutational saturation or from a combination of both (Gribaldo, Brochier
2009). Radiation is encountered when the diversification of the lineages under study occurred
too rapidly to be recorded at the molecular level, meaning that too few substitutions were fixed
between cladogenesis events. Conversely, mutational saturation results from the progressive
erasure of the most ancient phylogenetic signal by the accumulation of more recent substitutions
occurring at the same sites. As a consequence, in both cases the order of the speciation events
is hardly traceable by the phylogenetic analysis of present-day homologues of the studied
molecular marker. In addition, phylogenies based on SSU rRNA can be heavily affected by
several tree reconstruction artifacts, such as the Long Branch Attraction (LBA), which is due to
the heterogeneity of evolutionary rates among the studied sequences and leads to the grouping
of the fastest- and the slowest-evolving sequences in different parts of the tree (Felsenstein
1978). This artifact has been particularly well documented in the case of Eucarya and Metazoa
(see (Delsuc, Brinkmann, Philippe 2005) and references therein). Additional biases such as
those linked to compositional heterogeneity of sequences can also affect phylogenies (Delsuc,
Brinkmann, Philippe 2005). Prokaryotic SSU rRNA phylogenies are particularly sensitive to this
bias because the base composition of structural RNAs (e.g. SSU and LSU rRNA, tRNA, etc.) is
strongly correlated with the optimal growth temperature of the organisms (Woese et al. 1991;
Galtier, Lobry 1997). Finally, cases of horizontal gene transfer affecting SSU rRNA genes have
been reported (Yap, Zhang, Wang 1999; Bodilis et al. 2012; Kitahara, Miyazaki 2013).

Disentangle the deepest nodes of the Tree of Life, namely deciphering the relationships among
the main lineages within each of the three domains, is however crucial because it provides the
evolutionary frame indispensable to understand how the present-day diversity arose and how
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biological features (e.g. metabolic processes, cellular structures, genomes, etc.) evolved all
along the diversification of Life (Gribaldo, Brochier 2009). To overcome the limited phylogenetic
signal carried by molecular markers, alternative approaches have been proposed and
successfully applied(Delsuc, Brinkmann, Philippe 2005). These included the development of
accurate evolutionary models overcoming some of the simplifying assumptions of the Markovian
models currently used in molecular phylogenetics (Lartillot, Philippe 2004; Le, Lartillot, Gascuel
2008; Groussin, Boussau, Gouy 2013) and reducing the risk of tree reconstruction artifacts
(Lartillot, Brinkmann, Philippe 2007). In parallel, the increase of computational power allowed
generalizing the use of statistical methods for phylogenetic inference (e.g. Maximum Likelihood
and Bayesian inference) that are less prone to tree reconstruction artifacts such as the LBA
(Delsuc, Brinkmann, Philippe 2005).

Beside methodological aspects, the past five years have witnessed a burst of large scale
genome sequencing projects covering an ever-growing part of the taxonomic diversity (including
the uncultured one) within the three Domains (Wu et al. 2009; Rinke et al. 2013). This windfall of
data provides valuable material to tackle complex evolutionary questions, allowing for instance
the selection of accurate taxonomic samplings targeting the slowly-evolving sequences within
each taxonomic group. Focusing on these sequences which are less susceptible to have
undergone multiple substitutions can help to reduce the mutational saturation level of the
datasets and thus limit the LBA (Delsuc, Brinkmann, Philippe 2005; Rodriguez-Ezpeleta et al.
2007). Last but not least, the availability of complete genomes has revolutionized phylogenetics,
shifting progressively to phylogenomics and thus from single-gene analysis towards the analysis
of hundreds of markers either through super-matrix or super-tree approaches (Delsuc,
Brinkmann, Philippe 2005). This allows combining the weak phylogenetic signal carried by each
individual molecular marker towards a stronger signal, and reducing the global level of noise
contained in the data by diluting the noise carried by each individual marker, providing that the
biases inherent to each marker are different. In return, phylogenomic approaches require a
crucial preliminary and time-consuming step aiming at identifying and selecting the orthologous
sequences of each studied marker.

Altogether these approaches have significantly improved our knowledge of ancient evolution. In
the case of Archaea, we have shown that components of various biological systems, in particular
transcription and translation, formed a conserved phylogenetic core that can be used to trace
back the evolutionary history of this domain (Brochier, Forterre, Gribaldo 2005; Gribaldo,
Brochier-Armanet 2006). From these analyses, a global picture of the evolutionary history of
Archaea is emerging (see (Brochier-Armanet, Forterre, Gribaldo 2011) and references therein).
These markers support the division of Archaea into four main phyla: Euryarchaeota,
Crenarchaeota, Thaumarchaeota (including the candidate phylum ‘Aigarchaeota’) and
Korarchaeota and has confirmed some relationships based on SSU rRNA analyses, among
which the grouping of Desulfurococcales and Sulfolobales within Crenarchaeota or the divide of
Euryarchaeota in three parts: a basal part containing Thermococcales and methanogens Class |
(i.e. Methanopyrales, Methanobacteriales and Methanococcales), an intermediate region
containing two groups: Thermoplasmatales and relatives (e.g. DHEV2, the uncultured marine
group Il, etc.), and Archaeoglobales, and an apical region gathering Halobacteriales and
methanogens Class Il (i.e. Methanocellales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales, and
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relatives). Despite these significant advances, the phylogeny of Archaea is far from being fully
resolved and a number of important nodes require further investigations (Brochier-Armanet,
Forterre, Gribaldo 2011). For instance, several lineages of uncultured nanosized archaea have
been discovered in very hot (i.e. Nanoarchaeota (Huber et al. 2002), highly acidic (i.e. ARMAN,
for Archaeal Richmond Mine Acidophilic Nano-organisms) (Baker et al. 2006)) and hypersaline
(i.,e. Nanohaloarchaea (Narasingarao et al. 2012)) environments. Among them,
Nanohaloarchaea are widespread and could represent a significant part of the biodiversity of
hypersaline ecosystems (Narasingarao et al. 2012). Genome sequencing has revealed that
these lineages of tiny archaea are fast evolving and, accordingly, their phylogenetic position is
highly debated. Nanoarchaeota were first proposed to represent the earliest branching lineage
within Archaea, and therefore to represent a new phylum (Huber et al. 2002; Waters et al. 2003),
whereas later analyses suggested that Nanoarchaeota represent in fact a fast evolving
euryarchaeal lineage likely related to Thermococcales and that the basal branching observed in
some phylogenetic analyses was the consequence of a LBA (Brochier et al. 2005). However,
this point is still highly debated (see (Podar et al. 2013) and the comments of the reviewers
therein). Regarding ARMAN, a relationship with Thermoplasmatales was initially proposed
(Baker et al. 2006), but later analyses suggested that ARMAN could encompass distinct
lineages, among which one could be related to Nanoarchaeota (Brochier-Armanet, Forterre,
Gribaldo 2011). Finally, Nanohaloarchaea could represent a distant lineage related to
Halobacteriales (Narasingarao et al. 2012). However, this should be confirmed by additional
investigations. In addition to nanosized archaea, several other newly proposed lineages are
debated, such as the Acidilobales within Crenarchaeota (Prokofeva et al. 2009; Mardanov et al.
2010) or the candidate phylum ‘Aigarchaeota’ (Nunoura et al. 2011), (see (Brochier-Armanet,
Forterre, Gribaldo 2011) and references therein). Finally a number of important questions remain
to be resolved, among which the relationships among the four archaeal phyla and the root of
Archaea, the monophyly of some orders such as the Desulfurococcales, or the relationships
among methanogens Class |, and among methanogen Class Il and Halobacteriales.

Using exhaustive comparative genomics and phylogenomics approaches, we have identified
200 new conserved proteins widely distributed among the archaeal phyla. Most of them are
involved in cellular activities other than transcription and translation. In combination with the
classical markers previously used to study the phylogeny of Archaea (namely, 73 transcription
and translation proteins), we have carried out phylogenetic analyses with different selections of
markers and taxa. Our results confirm many previous observations and clarify several uncertain
parts of the archaeal phylogeny, such as the monophyly of the methanogens Cass I, the position
of Halobacteriales within the methanogens Class Il or the refutation of the order Acidilobales.

Materials and methods.
Dataset assembly.

The proteomes of Cenarchaeum symbiosum (Hallam et al. 2006) and Nitrosopumilus maritimus
(Walker et al. 2010), two species of Thaumarchaeota, and of ‘Candidatus Caldiarchaeum
subterraneum’, a composite genome assembled from a metagenomic library proposed to
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represent a new candidate phylum tentatively called ‘Aigarchaeota’ (Nunoura et al. 2011), were
used as starting point to identify protein families of potential interest to study the phylogeny of
Archaea.

The 2017 proteins of C. symbiosum were compared to the 1796 proteins of N. maritimus using a
best-reciprocal blast-hit approach. Pairs of proteins displaying more than 60% of identity were
considered as members of the same family. This comparison led to the identification of 2470
protein families. Together with the 1704 proteins of ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’, these
represented 4174 protein families containing at least one representative of Thaumarchaeota or
of the candidate phylum ‘Aigarchaeota’.

Then, these protein families were used to query a local sequence database with blastp (Altschul
et al. 1997). This local database contained 92 archaeal, 297 bacterial and 122 eukaryotic
proteomes publicly available at the NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) (Supplementary Table
S1) that covered the taxonomic diversity of each domain of Life. The 200 first high-scoring
segment pairs with e-values lower than 10® were retrieved and added to the corresponding
protein family. At this step, 962 protein families containing less than four sequences were
discarded. The remaining 3212 datasets were aligned with MAFFT version 7 (default
parameters) (Katoh, Standley 2013). The resulting alignments were trimmed using BMGE
(default parameters) (Criscuolo, Gribaldo 2010). Preliminary phylogenetic trees were inferred
with FastTree version 2 (JTT+CAT model) (Price, Dehal, Arkin 2010). The resulting 3212 trees
were visually inspected.

Among the 3212 datasets and beside ribosomal proteins and RNA polymerase subunits and
transcription factors, 236 corresponded to distinct protein families which could represent good
candidates to study the global phylogeny of Archaea because they produced phylogenetic trees
supporting strongly the monophyly of this domain and most of its orders. Then these protein
families were used to query a local database composed of all available archaeal complete
genome sequences (representing 129 different species, see Supplementary Table S3) with
blastp and at least one thaumarchaeotal, one crenarchaeotal and one euryarchaeotal sequence
as seed. All archaeal homologous sequences within each protein family were aligned using
MAFFT and the alignments were trimmed with BMGE. Maximum likelihood (ML) phylogenies
were inferred upon the trimmed alignments with PhyML version 3.1 (with the accurate NNI+SPR
and tlr options) (Guindon et al. 2010), with the Le and Gascuel (LG) model (Le, Gascuel 2008)
and a gamma distribution (I') to model the heterogeneity of evolutionary rates across sites (four
site categories). Branch robustness was estimated with the non-parametric bootstrap procedure
implemented in PhyML (100 replicates of the original alignments). The resulting trees were
visually inspected. 36 protein families of the original 236 were discarded at this step because
they present complex patterns of gene duplications and losses, and possible cases of horizontal
gene transfer among archaeal species that were not apparent when the taxonomic sampling
was restricted to 91 archaea. As a result, 200 conserved proteins were kept for final analyses
(Supplementary Table S2). When in-paralogous sequences were present in these 200 protein
families, we kept the slowest-evolving copy for the phylogenetic analyses.

In parallel, the 57 ribosomal proteins and 16 protein families corresponding to the 14 subunits of
the RNA polymerase and transcription factors used in previous studies on the phylogeny of
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Archaea (Brochier, Forterre, Gribaldo 2004; Brochier-Armanet, Forterre, Gribaldo 2011) were
updated according to the same procedure. These 73 protein families in combination to the 200
newly identified in this study represented 273 phylogenetic markers useful to investigate the
evolutionary history of Archaea.

We made the choice to not include a bacterial outgroup in our analyses in order to limit long
branch attraction (LBA) artifacts which could occur between the long branch leading to the
outgroup and the fast evolving lineages within the ingroup, a situation which is frequently
encountered when studying ancient evolution (Philippe, Laurent 1998; Gribaldo, Philippe 2002).
Moreover, the inclusion of a bacterial outgroup would have severely limited the number of
proteins that could be used to study the phylogeny of Archaea.

Supermatrix construction.

The trimmed alignments of the 273 proteins were combined to build five supermatrices.
Supermatrices L2, L3 and L4 corresponded to the 200 new proteins (48,904 amino acid
positions), the 57 ribosomal proteins (6,228 amino acid positions) and the 16 protein families
corresponding to 14 subunits of the RNA polymerase and transcription factors (2,970 amino acid
positions), respectively. Supermatrix L1 (35,589 amino acid positions) was built by
concatenating the protein families present in more than 119 species (i.e. 106 newly identified
proteins, 57 and 16 ribosomal and transcription proteins), which represented less than 10% of
missing data per family, whereas the supermatrix XL1 gathered all the 273 proteins (58,102
amino acid positions).

Phylogenetic analysis of the supermatrices.

ML trees of the L1, XL1, L2, L3 and L4 amino acid supermatrices were inferred using PhyML
version 3.1 (NNI+SPR and tlr options) with the LG+I"8 evolutionary model. The robustness of the
resulting trees was assessed using either the non-parametric bootstrap procedure implemented
in PhyML (100 replicates of the original alignment) or the SH-like support. Bayesian inferences
(Bl) were performed using PhyloBayes 3.3b with the CAT+I'8 model. In addition to the amino
acid sequence supermatrices, two recoded versions of the L1 supermatrices were analyzed with
phylobayes using dayhoff4 and dayhoff6 options (L1-REC4 and L1-RECS6, respectively). The
four and six Dayhoff’'s amino acid families corresponded to [(A,G,P,S,T) (D,E,N,Q) (H,K,R)
(F,Y,W.,I,LLM,V)] plus cysteins treated as missing data (C= ?) and to [(A,G,P,S,T) (D,E,N,Q)
(H,K,R) (F,Y,W) (I,L,M,V) (C)]. Two chains were run for at least 10000 cycles, saving one tree in
ten. The first 500 trees were discarded as “burn-in” and one on two of the remaining trees from
each chain were sampled to test for convergence and to compute the 50% majority rule
consensus tree.

Desaturation procedure.

We used two complementary approaches to reduce the mutational saturation level contained in
our data.

First, a site-by-site desaturation of the L1 supermatrix was carried out with the Slow-Fast method
(Brinkmann, Philippe 1999). This site-by-site desaturation strategy was applied only to the L1
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supermatrix because the larger amount of missing data contained in the XL1 supermatrix could
bias the estimation of the evolutionary rates. To do so, we subdivided the sequences of the L1
supermatrix into taxonomically balanced groups shown to be monophyletic in previous studies
and in this analysis by selecting four to seven sequences per group. The considered groups
were Thaumarchaeota + ‘Aigarchaeota’, Thermoproteales, Sulfolobales, Desulfurococcales,
Thermococcales, Methanococcales, Methanobacteriales, Thermoplasmatales + uncultured
marine group I + DHVE2, Archaeoglobales, Methanocellales, Methanosarcinales,
Methanomicrobiales and Halobacteriales (Supplementary Table S4). Because they were crucial
taxa, Korarchaeota and Methanopyrales were also included in the analysis, despite they were
each represented by a single species. The evolutionary rate of each amino acid site of the L1
supermatrix was estimated with the program SlowFaster (Kostka et al. 2008). 35 alignments (S
to Sz,) of increasing size were built by incorporating more and more rapidly-evolving sites.

Second, we applied a protein-by-protein desaturation strategy aiming at identifying and focusing
the phylogenetic analyses on the slowly evolving proteins. To do so, we estimated the
evolutionary rate of each protein by measuring the average evolutionary distances among
sequences. Because the taxonomic sampling varied for the different proteins, those average
distances among all pairs of sequences were not directly comparable. We thus calculated the
average distances among five taxonomic groups widely represented among the 273 protein
families:  Methanobacteriales, Thermococcales, Sulfolobales, Thermoproteales and
Thaumarchaeota + 'Aigarchaeota’ to approximate the average evolutionary rate of each marker.
We then constructed 28 supermatrices (P, to P7) of increasing size by concatenating the protein
datasets according to their average evolutionary rates, from the slowest- to the fastest-evolving
ones.

Results.
Expending the conserved phylogenetic core of Archaea.

Most of the previous works on the phylogeny of Archaea have relied on the analysis of proteins
involved in informational systems (in particular ribosomal proteins, subunits of the RNA
polymerase, elongation factors, etc.). The in-depth survey of the proteomes of two
thaumarchaeotal species Cenarchaeum symbiosum and Nitrosopumilus maritimus and the
aigarchaeon ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’ led us to the identification of 200 new
conserved proteins widely distributed among Archaea (Figure 1A and Supplementary Table S1).
These were either specific to Archaea or strongly supported the monophyly of this domain and
its orders, suggesting that they could have been present in the last common ancestor of archaea
(LACA) and vertically inherited all along the diversification of this domain.

Together with the 57 ribosomal proteins and the 14 RNA polymerase subunits and transcription
factors (encoded by 16 genes, because RpoA and RpoB are split in some species) retrieved
from previous works (Matte-Tailliez et al. 2002; Brochier, Forterre, Gribaldo 2004), these
represented 273 phylogenetic markers of potential interest to investigate the phylogeny of
Archaea, most of them being totally new and never used before. Interestingly, the majority of the
200 proteins identified by analyzing the proteomes of the two thaumarchaeotes and of ‘Ca.
Caldiarchaeum subterraneum’ did not correspond to genes involved in informational processes
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(Figure 1B). More precisely, 51 were involved in metabolism, 23 in cellular processes and
signaling, 2 in other functions, whereas 47 correspond to poorly characterized protein families.
Importantly, to a few exceptions, these protein families were widely distributed in Archaea,
indicating that genes involved in non-informational processes can be strongly conserved over
large evolutionary times. Beside phylogenetic considerations, the likely presence of these genes
in the last common ancestor of Archaea provided interesting biological information on this
ancestor. Among the most interesting examples, we detected FtsZ, which, despite being absent
in many crenarchaeotes (Bernander 2000), was probably involved in cell division in the archeal
ancestor. We also detected enzymes involved in homoserine, thiamine, aspartate, and
pseudouridine metabolism, as well as subunits of the exosome and proteasome complexes. The
list also includes a large number of ATPase subunits, as well as enzymes involved in
hydrogenase expression and maturation, all of them probably related to energy conversion.
Given the wide distribution and phyletic patterns of these proteins in archaea, they were most
likely present in the last archaeal common ancestor.

Archaeal homologues of the whole set of 273 protein families were retrieved from complete
genome sequences of 129 species available at the NCBI (Figure 1). These included 34 new
species compared to recent studies (Brochier-Armanet, Forterre, Gribaldo 2011), increasing
significantly the taxonomic diversity of Archaea that can be considered in massive phylogenomic
analyses. The new genomes included the three Nanohaloarchaeota , three additional
thaumarchaeotes, six halobacteriales (including the new genera Natrinema, Halopiger, and
Natronobacterium), six methanogen Class Il and six methanogen Class | (including the new
genera Methanosalsum and Methanolinea), one archaeoglobales, three thermococcales, two
desulfurococcales (including the new genus Pyrolobus), three sulfolobales and four
thermoproteales (including the new genus Thermoproteus).

The 273 proteins were checked to identify orthologues and remove paralogous and xenologous
sequences. After this trimming step, the alignments were concatenated to generate three
supermatrices: L2, L3 and L4 by gathering the 200 newly identified protein families (48,904
amino acid positions), the 57 ribosomal proteins (6,228 amino acid positions) and the 16
proteins involved in transcription (2,970 amino acid positions), respectively. The size of the
ribosomal protein supermatrix L3 was in agreement with previous analyses (Matte-Tailliez et al.
2002; Gribaldo, Brochier-Armanet 2006) but smaller than supermatrices from recent reports
(Yutin et al. 2012; Podar et al. 2013) despite the use of a similar set of proteins, most likely
because of less stringent alignment-trimming criteria in these studies. At this step we removed
the seven nanosized archaeal lineages (Nanoarchaeum equitans, three Nanohaloarchaeota and
three ARMAN species) because of their fast evolutionary rates (Brochier-Armanet, Forterre,
Gribaldo 2011; Narasingarao et al. 2012) and their lesser representation in the 273 protein
families compared to other species (Figure 1D) in agreement with the relative small size of their
genomes, which made them very prone to potential tree reconstruction artifacts (Roure, Baurain,
Philippe 2013), meaning that only 122 species were represented in each supermatrix. The ML
trees resulting from the three supermatrices showed similar topologies indicating that these
supermatrices carried a consistent phylogenetic signal (Supplementary Figures S1-S3). More
precisely, the monophyly of the archaeal phyla and orders represented by more than one
sequence was recovered and well supported (all SH supports >0.95, except for
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Desulfurococcales). Moreover, the relationships among the main archaeal orders within each
phylum were consistent and in agreement with previous studies (Brochier-Armanet, Forterre,
Gribaldo 2011). The strongest discrepancy concerned the position of Methanopyrus kandleri,
which branched at the base of the Euryarchaeota in the L4 tree, whereas it emerged after the
divergence of Thermococcales in the L2 and L3 trees. A similar branching pattern observed in
previous analyses of the RNA polymerase and transcription factors was interpreted as the result
of a LBA due to the fast evolutionary rate of some components of the M. kandleri transcription
apparatus (Brochier, Forterre, Gribaldo 2004). The hypothesis of a LBA is strengthened by our
new analyses because the basal branching of M. kandleri was not observed when we applied
Bayesian inference (with the CAT+I'8 model), less sensible to LBA, to analyze of the same RNA
polymerase and transcription factors supermatrix (Supplementary Figures S4).

Because they carried a consistent global phylogenetic signal, the 273 protein families were then
combined to build two very large supermatrices: L1 (35,589 amino acid positions), obtained by
concatenating the 179 proteins present in more than 119 species, and XL1 (58,102 amino acid
positions), which resulted from the combination of all the 273 proteins. Without surprise, the ML
trees inferred with these two supermatrices (Figure 2) were consistent with the L2, L3 and L4
supermatrices (Supplementary Figures S1-S3) and with previous studies (Brochier-Armanet,
Forterre, Gribaldo 2011).

Towards a well-resolved global phylogeny of Archaea.

The L1 and the XL1 supermatrices were the largest reported so far to study the phylogeny of
Archaea and represented a unique opportunity to decipher in detail the evolutionary history of
this domain. We were particularly interested in investigating the quantity and the quality of the
phylogenetic signal contained in these protein families and the possible biases which could
affect the phylogeny of Archaea. To do so, we applied a two-steps strategy. On the one hand,
we applied a site-by-site desaturation strategy, the SlowFast method, to the L1 supermatrix to
investigate the relationships among the archaeal phyla and the relative branching pattern of the
orders within each phylum. This strategy aimed at reducing the mutational saturation of the data
and thus limiting the risk of tree reconstruction artifacts. On the other hand, we used the recoded
L1 supermatrices (L1-REC4 and L1-RECS6) to reconstruct the Bl phylogenies of Euryarchaeota
and Crenarchaeota separately to study in detail the evolutionary history of these phyla. This
allowed both reducing the mutational saturation and amino acid compositional biases.

For the site-by-site desaturation strategy we used the L1 supermatrix to generate 35 SF-
supermatrices (So to Ss4) by including sites with increasing evolutionary rates (Figure 3A) and we
inferred ML trees with them Supplementary Figures S5). First of all and without surprise, all the
reconstructed trees strongly recovered the monophyly of Crenarchaeota and of Euryarchaeota
(Figure 3B). We observed an increasing phylogenetic signal supporting the unrooted
[(Thaumarchaeota+’Aigarchaeota’,Korarchaeota),(Crenarchaeota,Euryarchaeota)] topology, with
the maximal support being associated to the SF-ML-trees Sg to S;, (Figure 3B), but the support
in favor of this topology decreased progressively when faster evolving sites were considered.
Because we did not include any outgroup sequence to avoid possible LBA artifacts and to
maximize the number of conserved alignment positions (see methods), this topology could not
be interpreted in terms of evolutionary relationships among the four main archaeal lineages.
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However, this topology was in agreement with some studies (Elkins et al. 2008), but in
contradiction with others (Elkins et al. 2008; Kelly, Wickstead, Gull 2010; Brochier-Armanet,
Forterre, Gribaldo 2011; Guy, Ettema 2011; Nunoura et al. 2011; Eme et al. 2013). However,
because it was supported by the slowly evolving positions in the site-by-site desaturation
approach, this topology could reflect the true structure of the archaeal domain.

Furthermore, all the SF-ML trees supported the Thermococcales and Thermoproteales as the
first diverging lineages within the Euryarchaeota and Crenarchaeota, respectively (Figure 3B), in
agreement with earlier studies (Matte-Tailliez et al. 2002; Gribaldo, Brochier-Armanet 2006;
Brochier-Armanet, Forterre, Gribaldo 2011). This provided additional support in favor of the
hypothesis that methanogenesis was not the most ancient metabolism, neither in Archaea nor in
Euryarchaeota and, therefore, not in Life history (Gribaldo, Brochier-Armanet 2006; Brochier-
Armanet, Forterre, Gribaldo 2011), contrarily to what is sometime assumed (Xue et al. 2005;
Wong et al. 2007; Yu et al. 2009).

The L1-RECS6 BI tree of the Crenarchaeota and Euryarchaeota phyla were consistent (Figure 4)
and in agreement with previous works (Brochier-Armanet, Forterre, Gribaldo 2011). The
recoding of the L1 supermatrix with the Dayhoff4 scheme provided very similar trees (not
shown). Regarding Crenarchaeota (Figure 4A), the monophyly of the order Thermoproteales
and its genera was clearly supported (all Posterior Probabilities (PP) = 1.0). Similarly, the
grouping of the genera Pyrobaculum and Thermoproteus on the one hand and of Caldivirga and
Vulcanisaeta on the other hand was recovered (PP = 1.0 and PP = 0.82, respectively), whereas
Thermofilum represented the first lineage diverging within this order (all PP = 1.0). Within
Sulfolobales which appeared also as monophyletic (PP = 1.0), the monophyly of Metallosphaera
was strongly supported as well as its grouping with Acidianus (PP = 1.0). In contrast, the
monophyly of Sulfolobus was not recovered because Sulfolobus islandicus and Sulfolobus
solfataricus branched together at the base of the Acidianus and Metallosphaera group, whereas
Sulfolobus tokodaii and Sulfolobus acidocaldarius represented the first lineage diverging within
Sulfolobales (PP = .95). This suggested that the genus Sulfolobus may be paraphyletic and
encompasses in fact distinct taxonomic lineages.

While Thermoproteales and Sulfolobales represented monophyletic orders, the situation was
less clear in the case of Desulfurococcales, which were monophyletic in the ML tree of the L1
supermatrix (Figure 2) but paraphyletic in the L1-REC6 BI tree, due to the grouping of
Sulfolobales with either Ignicoccus hospitalis (the host of the nanoarchaeon Nanoarchaeum
equitans) albeit with a weak support (PP = 0.8, Figure 4). The non monophyly of
Desulfurococcales was reported and discussed earlier (Brochier-Armanet, Forterre, Gribaldo
2011). As for Sulfolobus, this could indicate that the order Desulfurococcales is actually non-
monophyletic or, conversely, that the relationship between I. hospitalis and the Sulfolobales is
artefactual. In that case, it could be the result of a few HGT events that were not detected by our
trimming procedure or of a LBA artifact between the long stems leading to these two lineages.

Regarding the other Desulfurococcales lineages, the monophyly of Desulfurococcus and of
Staphylothermus was strongly supported (PP = 1.0). Desulfurococcus grouped robustly with
Thermosphaera aggregans (PP = 1.0), and represented the sister-lineage of Staphylothermus,
whereas Ignisphaera aggregans emerged more deeply. Aeropyrum pernix and Acidilobus
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saccharovorans (PP = 1.0) on the one hand and Hyperthermus butylicus and Pyrolobus fumarii
(PP = 1.0) on the other hand, grouped together (PP = 0.93). This confirmed that Acidilobus is a
true member of Desulfurococcales (Brochier-Armanet, Forterre, Gribaldo 2011) and does not
represent a separate order of Crenarchaeota as recently proposed (Prokofeva et al. 2009;
Mardanov et al. 2010).

As for the Crenarchaeota, the L1 REC6 and L1-REC4 BI euryarchaeal trees were consistent
(Figure 4B and not shown) and mainly in agreement with previous work (Brochier-Armanet,
Forterre, Gribaldo 2011). The monophyly of each order was recovered and well supported:
Thermococcales, Methanobacteriales, Methanococcales, Thermoplasmatales, Halobacteriales,
Methanosarcinales, Methanomicrobiales, Methanocellales and Archaeoglobales (all PP = 1.0,
Figure 4B). Within Thermococcales, the monophyly of Pyrococcus was confirmed (PP = 1.0) but
not of Thermococcus, due to the early divergence of Thermococcus barophilus, Thermococcus
sibiricus and Thermococcus litoralis (PP = 1.0), whereas the four remaining Thermococcus
species formed the sister-lineage of Pyrococcus (PP = 1.0). This suggested that the genus
Thermococcus encompasses distinct lineages. The next diverging lineage gathered
methanogens Class I: the Methanobacteriales, Methanopyrales and Methanococcales (PP =
1.0), the first two forming a monophyletic group (PP = 0.99), meaning that the monophyly of
methanogens Class | was strongly recovered (Figure 4B). These groupings were strengthened
by the site-by-site desaturation approach when the slowest evolving sites contained in the SF-
supermatrix were considered (Figure 3C, red and blue lines). When faster and faster evolving
sites were included (SF-supermatrices Sg to Ss4), the support for the monophyly of methanogens
Class | decreased progressively and a grouping between Methanococcales and
Methanobacteriales appeared. This indicated that the grouping of these two orders and the non
monophyly of methanogens Class | observed in the ML L1 and XL1 trees (Figure 2) and in other
studies (Brochier-Armanet et al. 2008; Wolf et al. 2012; Yutin et al. 2012; Podar et al. 2013)
were likely artefactual. Worth noticing, the grouping of Methanopyrales and Methanobacteriales,
which was supported by the slowly evolving sites, was also supported by phylogenies based on
genome gene content (Makarova et al. 2007) and by the presence of pseudomurein in their cell
wall, a unique biological feature shared by these two archaeal orders(see (Albers, Meyer 2011)
and references therein). Pseudomurein could therefore represent a synapomorphy of this
lineage.

Within Methanobacteriales (Figure4B), the monophyly of the genera Methanothermaobacter and
Methanobrevibacter was well recovered (PP =1.0), as well as the grouping of Methanosphaera
and Methanobacterium sp. AL-21 (PP = 1.0) together with the genus Methanobrevibacter (PP
1.0), whereas Methanothermus represented the first lineage branching within this order (PP
1.0). In the case of the Methanococcales, the genera Methanocaldococcus and Methanotorris
were monophyletic (PP = 1.0). In contrast, Methanococcus appeared paraphyletic due to the
clustering of Methanococcus aeolicus with Methanothermococcus okinawensis (PP = 1.0). This
was in agreement with a large scale phylogenomic analysis of Methanococcales based on the
universally conserved proteins within this order (Céline Brochier-Armanet and Michel Lecocq,
unpublished data) and suggested that Methanococcus does not form a monophyletic genus or,
conversely, that Methanothermococcus should be reclassified within the genus Methanococcus.
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Regarding the intermediate part of the euryarchaeotal tree, the L1-REC6 Bl tree and the site-by-
site desaturation analysis strongly supported the clustering of Thermoplasmatales, DHEV2
(represented by Aciduliprofundum boonei) and the uncultured marine group Il lineage (PP =
1.0), as well as the divergence of Thermoplasmatales and relatives prior the divergence of
Archaeoglobales (Figure 2E, and PP = 1.0, Figure 4B). Among these, Thermoplasmatales
appeared more closely related to DHEV2 (PP = 1.0) than to the marine group Il. However, the
very long branch of the latter and its close relationship with Thermoplasmatales in L1-S; ML
trees inferred with the slowest evolving sites (Figure 3E) deserved consideration: did it result of
stochastic effects or could it indicate that basal branching of the marine group Il resulted from a
LBA? Due to the very restricted taxonomic sampling available for this clade (DHEV2 and marine
group Il were represented each by only one genome), a definitive answer regarding the
phylogenetic position of marine group Il would require additional data and analyses. Within
Thermoplasmatales, the monophyly of Thermoplasma and the sister-relationship between
Ferroplasma and Picrophilus was confirmed (PP = 1.0) (Figure4B). In contrast, the monophyly of
the genus Archaeoglobus within the Archaeoglobales was not recovered, due to the basal
branching of Archaeoglobus profundus, albeit with a weak support (PP = 0.83). The apical part
of the euryarchaeotal tree gathered Halobacteriales and the Methanomicrobia, represented by
three orders of methanogens: Methanomicrobiales, Methanocellales and Methanosarcinales.
These orders were proposed to form a second class of methanogens, tentatively called
methanogens Class Il, representing the sister-lineage of the Halobacteriales (Bapteste, Brochier,
Boucher 2005). While the monophyly of methanogens Class 1l was recovered in some
phylogenetic analyses (Wolf et al. 2012; Yutin et al. 2012), it was not in others (Brochier-
Armanet et al. 2008; Csuros, Miklos 2009; Kelly, Wickstead, Gull 2010; Groussin, Gouy 2011;
Podar et al. 2013), and thus remained debated (Brochier-Armanet, Forterre, Gribaldo 2011). In
our study, the monophyly of methanogens Class Il was recovered neither in the L1-REC6 Bl tree
nor by the site-by-site desaturation strategy (Figure 4F and Figure 3B). The L1-REC6 BI tree
strongly supported the emergence of Halobacteriales within Methanomicrobia as the sister-
lineage of Methanomicrobiales (PP = 1.0), and the early divergence of Methanosarcinales (PP =
1.0). However, the picture provided by the analysis of the slowest evolving positions was slightly
more complex and highlighted potential artifacts. First, the SF-ML trees based on the slowest
evolving positions (S; to S, Figure 3F) favored a sister-grouping between Methanocellales and
Halobacteriales, with Methanosarcinales as the first diverging lineage within methanogens Class
Il (S; to Sy, Figure 3D), suggesting that the branching pattern observed in ML and Bl trees based
on the complete L1 supermatrix could be artefactual (Figure 2B and Figure 4B). The
relationships among methanogens Class Il and Halobacteriales shifted dramatically following the
addition of 1376 positions (transition from Sg to S;): Methanocellales moved to the base of
methanogens Class Il, whereas Halobacteriales grouped with Methanomicrobiales (Figures 2D
and 2F). Interestingly, while the association between Halobacteriales and Methanomicrobiales
remained stable in the ML trees built with SF-supermatrices with an index greater than 20
(Figure 2F), an association between Methanosarcinales and Methanocellales appeared (Figure
2D). However, this relation was highly suspicious because it occurred only when the fastest
evolving positions of the L1 supermatrix were taken into account.
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Origin of the nanosized archaeal lineages.

One of the most intriguing questions regarding the phylogeny of Archaea regarded the
phylogenetic position of the newly discovered nanosized lineages, namely the two uncultured
ARMAN lineages (Baker et al. 2006), the Nanoarchaeota (Huber et al. 2002) and the uncultured
Nanohaloarchaea (Narasingarao et al. 2012). Due to fast evolutionary rates, their phylogenetic
position has been particularly difficult to assess and is debated (Brochier-Armanet, Forterre,
Gribaldo 2011; Podar et al. 2013). To address this question we applied a protein-by-protein
desaturation strategy aiming at identifying the slowly evolving proteins to build 28 supermatrices
(Po to P,;) by including faster and faster evolving proteins. The supermatrices gathering the
slowest evolving proteins were expected to contain the most reliable phylogenetic signal. The
ML trees based on the 10 slowly evolving genes (Po, not shown) confirmed the sister-
relationship between Nanohaloarchaea and Halobacteria (SH = 0.998) (Narasingarao et al.
2012). It also strongly supported the late divergence of ‘Ca. Micrarchaeum acidiphilum’ within
Euryarchaeota in agreement with SSU rRNA analyses (Baker et al. 2006; Baker et al. 2010) and
a recent report (Brochier-Armanet, Forterre, Gribaldo 2011), but in contradiction analyses based
on single protein (RadA, EF-2, EF-1A and SecY) (Baker et al. 2010). More precisely ‘Ca.
Micrarchaeum acidiphilum’ branched robustly at the base of Thermoplasmatales, DHVE2 and
group Il (SH = 0.977). Finally, ‘Ca. Parvarchaeum acidophilus’ and Nanoarchaeum equitans
grouped together (SH = 0.925) at the base of the Thermococcales (SH = 0.493) consistently with
a recent report (Brochier-Armanet, Forterre, Gribaldo 2011). However, this relationship should
be considered with caution because it could result from a LBA given the very long branches of
these two nanosized lineages. Strengthening the hypothesis of a LBA, the two ‘Ca.
Parvarchaeum’ branched robustly at the base of the Thermoplasmatales, DHVE2 and group I
(SH = 0.997) in the P2 ML tree, when the other fast evolving lineages were removed from the
analysis (not shown).

Finally, we have showed that the L1 supermatrix contained a reliable phylogenetic signal,
especially when the slowly evolving positions were considered. From our previous analysis, we
established that the best ratio between phylogenetic signal and noise was found in the L1-S, to
L1-Ss supermatrices, and that a shift occurred between the L1-Sg and L1-S; supermatrices.
Accordingly, we used these supermatrices to test the phylogenetic position of Nanoarchaeum
equitans. To do so, added the sequences of this tiny archaea in the S; to Sg supermatrices.
Their phylogenetic analysis provided trees supporting the grouping of Nanoarchaeota within
Euryarchaeota and more precisely as the sister-lineage of Thermococcales, albeit with moderate
supports, whereas a branching at the base of Euryarchaeota as observed for the S; and Sg
matrices (not shown).

Discussion

Taking the opportunity of the recent burst of complete genome sequences covering an ever-
growing part of the archaeal diversity we have identified 200 proteins of phylogenetic interest
which can be used in combination with the 73 proteins of the ribosome (Matte-Tailliez et al.
2002) and transcription apparatus (Brochier, Forterre, Gribaldo 2004) that have been employed
in recent years to investigate the phylogeny of the third domain of Life. The discovery that the
transcription and the translation apparatus carry a consistent phylogenetic signal was an
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important step because it highlighted the existence of a conserved phylogenetic core of genes
useful to study the ancient evolution of Archaea (Brochier, Forterre, Gribaldo 2005). However,
one could argue that transcription and translation do not represent independent systems
because they are coupled in archaea (French et al. 2007), as it is also the case in bacteria.
Therefore, it can be speculated that they have coevolved (including gene losses and horizontal
gene transfers), explaining why they carry a similar phylogenetic signal. Most of the 200 markers
identified in this study are not functionally linked to translation or transcription. More important,
the majority are not involved in informational processes. Therefore, the consistent phylogenetic
signal carried by these markers and the transcription and translation apparatuses cannot be
explained by functional links. This is a strong argument for the existence of a conserved core of
genes carrying a phylogenetic signal that reflects the evolutionary relationships of organisms.
This contrasts with recent studies claiming that horizontal gene transfers have overwhelmed the
evolutionary history of prokaryotes, which cannot be represented by a tree and should be
replaced by a network (or a rhizome, etc.) (Dagan, Martin 2006). However, networks of genes
can neither capture the complexity of the evolutionary history of living beings (Gribaldo, Brochier
2009). In particular, they are not suitable to represent speciation events or gene duplications and
losses that are important processes of biological evolution. On the contrary, deciphering the
vertical relationships among organisms provides the indispensable framework to analyze the
evolutionary history of the genomes (including gene transfers, duplications and losses).
Altogether, the 273 genes composing the conserved phylogenetic core of Archaea represent 10-
20% of the gene content in typical archaeal genomes. This is one order of magnitude more than
the provocative picture of the tree of 1% (Dagan, Martin 2006). This conserved phylogenetic
core of genes, which were inherited from the last common ancestor of Archaea, is not strictly
conserved in all lineages, meaning that differential gene losses or punctual horizontal gene
transfers could have occurred in one or the other lineage during the diversification of this
domain. It corresponds to the “soft” conserved phylogenetic core of genes we defined in 2006
(Gribaldo, Brochier-Armanet 2006), which is much larger than the strictly conserved
phylogenetic core of genes that is the set of universal archaeal genes. While the latter is fatted
to disappear when a larger and larger part of the diversity will be taken into account in the
analyses, the former is not. On the contrary, taking into consideration more genomes and more
lineages allows distinguishing accessory genes composing the variable shell from those which
were ancestrally present and punctually lost in each lineage, thus increasing the size of the soft
conserved phylogenetic core of genes. For instance, taking into account ‘Ca. Caldiarchaeum
subterraneum’ (the sole representative of the candidate phylum ‘Aigarchaeota’) allowed
identifying 43 additional protein families that were not detected when we used as reference the
genomes of the two thaumarchaeota Cenarchaeum symbiosum and Nitrosopumilus maritimus.

The accurate analysis of the 273 markers through supermatrix and desaturation approaches
brought a new light on the evolutionary history of Archaea. First, we confirmed a number of
nodes that were proposed before (e.g. the early emergence of Thermococcales within
Euryarchaeota, the grouping of Thermoplasmatales with DHEV2 and the uncultured marine
group |Il, or the branching of the candidate phylum ‘Aigarchaeota’ at the base of
Thaumarchaeota). We also pointed some discrepancies between the phylogeny of Archaea and
the current taxonomy of this domain (e.g. the refutation of the order Acidilobales, or the
paraphyly of the genera Methanococcus and Sulfolobus) that deserves further investigation and
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could lead to revise the current archaeal taxonomy. More importantly, we settled a number of
important debated relationships such as the reliability of the methanogens Class | which
appeared strongly supported by the slowest evolving sites and by Bayesian inferences.
Therefore, it represents a bona fide class for which we propose the hame Methanohoma (from
the Greek opdag meaning group), accordingly the classes Methanococci/Methanothermea,
Methanobacteria and Methanopyri should be considered as sub-classes. The apparent non-
monophyly of this class observed in some phylogenetic analyses was most likely due to tree
reconstruction artifacts and/or biases. We also provided some support for the monophyly of
Desulfurococcales. While significant advances emerged from our analyses, a few relationships
remained elusive. The most important concerned the relationship among the methanogens
Class Il and Halobacteriales, which can reflect a lack of phylogenetic signal despite the use of
very large supermatrices and accurate desaturation approaches and/or biases linked to HGT
that would have escaped our trimming procedure. Even if a close relationship between
Methanocellales and Halobacteriales seemed to emerge, additional data and analyses will be
required to definitively close the question. Finally our site-by-site and protein-by-protein
desaturation analyses clarified the origin of nanosized archaeal lineages. We showed that they
are bona fide Euryarchaeota. More precisely, we confirmed the sister-ship between
Nanohaloarchaea and Halobacteria. We refined the phylogenetic position of ‘Ca. Micrarchaeum
acidiphilum’ and supported their emergence of at the base of the large group comprising
Thermoplasmatales, DHVE2 and group Il. In contrast, additional studies are required to
definitively conclude about the position of the two ‘Ca. Parvarchaeum’. The analysis of the slowly
evolving positions and proteins both confirmed the relationship between Thermococcales and
Nanoarchaeota proposed nearly ten year ago (Brochier et al. 2005) and was in agreement with a
recent analysis (Brochier-Armanet, Forterre, Gribaldo 2011). This suggested that their
emergence at the base of Euryarchaeota recently reported (Podar et al. 2013) was the
consequence of LBA. LBA could also explain a number of conflicting relationships observed.
This was the case for instance of the grouping of Methanococcales and Methanobacteriales or
of the Halobacteriales and Methanomicrobiales. The use of desaturation approaches, and
accurate reconstruction methods and evolutionary models can overcome these artifacts. The
use of rough phylogenetic reconstruction methods (e.g. distance or approximate maximum
likelihood ones) or non-realistic evolutionary models should thus be avoided for phylogenomic
studies aiming at reconstructing the very ancient relationships.

Figure legends.

Figure 1. Number of archaeal orthologues (A),functional distribution (B) and (D) taxonomic
distribution of the 200 newly identified protein markers. (C) Number of archaeal orthologues of
transcription (grey) and ribosomal proteins (black).

Figure 2. Phylogeny of Archaea inferred with the L1 supermatrix (122 species, 35,589 amino
acid positions). This provisional tree was inferred with FastTree (WAG+I'8). The scale bars
represent the average number of substitutions per site. Numbers at branches represent ML SH-
like supports estimated with the L1 and XL1 supermatrices, respectively.
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Figure 3. (A) Number of positions considered in each SF-matrix (So to Sz4). (B-F) Evolution of
the SH-supports for major archaeal relationships according to the site-by-site desaturation
strategy. X and Y axes correspond to the SF-matrices and to the SH-supports, respectively (see
legends on the Figure).

Figure 4. Bl trees of Crenarchaeota (33 species) (A) and Euryarchaeota (79 species) (B), based
on the L1-REC6 supermatrix (35,589 positions). The tree was inferred with Phylobayes
(CAT+I'8+Dayhoff6). The scale bars represent the average number of substitutions per site.
Numbers at branches are posterior probabilities.

Supplementary material.

Supplementary Table S1. Table showing the taxonomic sampling used for the identification of
new markers that can be potentially used to study the phylogeny of Archaea.

Supplementary Table S2. Table showing the 200 new proteins used for the phylogenetic
analysis.

Supplementary Table S3. Table showing the taxonomic distribution of the 129 archaeal
genomes used for the assembly of final datasets.

Supplementary Figure S1. Unrooted maximum likelihood phylogeny of Archaea based on the
200 newly identified proteins (L2 supermatrix, 48,904 amino acid positions, 122 species). The
tree was inferred with PhyML (LG+I'8). The scale bar represents the average number of
substitutions per site. Numbers at branches are SH-like supports

Supplementary Figure S2. Unrooted maximum likelihood phylogeny of Archaea based on the
53 ribosomal proteins (L3 supermatrix, 6,228 amino acid positions, 122 organisms). The tree
was inferred with PhyML (LG+I'8). The scale bar represents the average number of substitutions
per site. Numbers at branches are SH-like supports.

Supplementary Figure S3. Unrooted maximum likelihood phylogeny of Archaea based on the
15 subunits of the RNA polymerase and transcription factors (L4 supermatrix, 2,970 amino acid
positions, 122 species). The tree was inferred with PhyML (LG+I'8). The scale bar represents
the average number of substitutions per site. Numbers at branches are SH-like supports.

Supplementary Figure S4. Unrooted Bayesian tree of Archaea based on the 15 subunits of the
RNA polymerase and transcription factors (L4 supermatrix, 2970 amino acid positions, 122
species). The tree was inferred with PhyloBayes (CAT+I'8). The scale bar represents the
average number of substitutions per site. Numbers at branches are posterior probabilities.

Supplementary Figure S5. Unrooted maximum likelihood trees resulting from the site-by-site
desaturation strategy. The Sy to Sa4 supermatrices were extracted from the XL1 supermatrix (see
material and methods). Trees were inferred with PhyML (CAT+I'8). The scale bar represents the
average number of substitutions per site. Numbers at branches are SH supports.
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Chapitre 1 : La Phylogénie des archées, au-dela des protéines informationnelles.

C. Syntheése et éléments de discussion

Les phylogénies obtenues en maximum de vraisemblance & partir des trois supermatrices
constituées des protéines ribosomiques, du systeme de transcription et des 200 nouveaux marqueurs
ont des topologies congruentes dans I’ensemble, ce qui est la preuve d’un signal phylogénétique
consistant dans ces différents jeux de données. On retrouve la monophylie des différents grands
groupes, comme les Euryarchaeota, Crenarchaeota et Thaumarchaeota, comme celle de la plupart
des ordres de crenarchées et d’euryarchées. De plus, ces phylogénies montrent des supports aux
nceuds assez élevés. Une différence subsiste en ce qui concerne la position de M. kandleri, a la base
des euryarchées dans 1’arbre construit a partir des protéines intervenant dans la transcription, alors
qu’il se place au sein des euryarchées dans les autres phylogénies. Cette incongruence est attendue
étant données les analyses précédentes qui montraient une attraction de longues branches dans le
systéeme de transcription pour cette espece (Brochier, Forterre, and Gribaldo 2004). Ces résultats
sont donc tout a fait en accord avec les résultats des études précédentes, et plus particulierement
avec la phylogénie de Brochier-Armanet et collaborateurs de 2011 (Brochier-Armanet, Forterre, and
Gribaldo 2011). Le signal global de ces trois jeux de données n’étant pas contradictoire, nous avons
construit deux supermatrices a partir de I’ensemble de ces 273 jeux de données, une avec la totalité
des jeux de données et une avec seulement 179 jeux de données contenant moins de 10 especes
manquantes. Les topologies obtenues étaient, comme attendu, en accord avec les résultats
précédents. Nous avons alors mené une analyse de ces jeux de données par désaturation par
sélection de sites évoluant de plus en plus rapidement pour estimer 1’impact de la vitesse
d’évolution des sites sur les relations entre archées. Cette analyse a été conduite sur la supermatrice
contenant les 179 jeux de données avec peu de données manquantes pour ne pas biaiser la
répartition taxonomique dans les différentes supermatrices résultantes et sans les lignées d’archées
de tailles nanométrique dont le cas a été traité par d’autres analyses. Les phylogénies obtenues
montrent un signal trés fort pour la monophylie des Euryarchaeota et des Crenarchaeota, et pour un
regroupement des Thaumarchaeota, Aigarchaeota et Korarchaeota, bien que 1’ordre de divergence
entre ces phyla ne puisse pas étre résolu en 1’absence de groupe extérieur. Il est aussi intéressant de
noter que les premiers ordres divergeant chez les Euryarchaeota et chez les Crenarchaeota sont,
respectivement, les Thermococcales et les Thermoproteales.

Des supermatrices ont ensuite été construites contenant uniquement les Crenarchaeota et les
Euryarchaeota afin d’analyser plus précisément les relations au sein de ces deux phyla. Les résultats
obtenus correspondent a ce qui était attendu d’aprés les résultats des analyses sur la totalité¢ des

archées. En ce qui concerne les Crenarchaeota, la monophylie des Thermoproteales et des
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Sulfolobales est retrouvée, mais la monophylie du genre Sulfolobus ne I’est pas. Dans ces analyses,
la monophylie des Desulfurococcales n’est pas retrouvée car I. hospitalis (I’hote de N. equitans) se
place a la base des Sulfolobales. Cette position peut étre le signe d’une paraphylie de ce groupe,
indiquant que 1’ordre des Desulfurococcales n’existerait pas, ou d’un artefact dd a une attraction de
longues branches ou a des transferts horizontaux non détectés lors des analyses préliminaires. Les
résultats préliminaires de la désaturation par selection de genes montrent la monophylie des
Desulfurococcales dans les premiéres matrices, i.e. rassemblant les genes évoluant le plus
lentement. La paraphylie de ce groupe pourrait donc étre plutét le résultat d’un biais de type
attraction de longues branches qu’une réalité biologique. L’espéce A. saccharovorans, a partir de
laquelle a été proposé récemment 1’ordre des Acidilobales (Prokofeva et al. 2009), se place en
groupe frére d’A. pernix et au sein des Desulfurococcales avec des supports maximaux, ce qui
tendrait a prouver définitivement que cette espece ne représente pas un nouvel ordre de crenarchees.
De méme que pour les Crenarchaeota, on retrouve la monophylie des ordres d’Euryarchaeota. En ce
qui concerne les points non résolus de la phylogénie de ce phylum, les méthanogénes classe |
(Methanobacteriales, Methanococcales et Methanopyrales) sont monophylétiques et avec un
support maximal, ce qui n’était pas établi jusqu’a présent. De plus, les Methanobacteriales et les
Methanopyrales sont groupes freres avec un tres fort support, et ces résultats sont confirmés par les
analyses de désaturation par sélection de sites, sur les matrices contenant les sites évoluant le plus
lentement. Nous proposons donc une redéfinition taxonomique de ce groupe en lui assignant le nom
de « Methanohoma », du grec « oudg » pour « groupe ». On retrouve également la monophylie du
groupe Thermoplasmatales — DHVE2 - groupe Il d'euryarchées, les deux premiers groupes
semblant étre plus poches entre eux. Néanmoins, un plus grand nombre de séquences génomiques
des groupes DHVE2 et groupe Il sera nécessaire pour confirmer ces relations. Un autre point non
résolu concerne les relations entre les méthanogenes classe Il (Methanomicrobiales,
Methanosarcinales et Methanocellales) et les Halobacteriales. Nous observons ici que ces quatre
ordres forment un groupe monophylétique et bien soutenu dans la plupart des analyses. Par contre,
les relations au sein de ce groupe ne sont pas bien résolues. D’aprés la phylogénie obtenue sans
désaturation, les Halobacteriales et les Methanomicrobiales formeraient un groupe
monophylétique, alors que les analyses de désaturation par sélection de sites sur les sites évoluant
lentement sont en faveur d’un regroupement entre Halobacteriales et Methanocellales.

La question de la position phylogénétique des archées de petite taille est un probléme
majeur. La plupart des phylogénies inférées ces dernieres années les placent dans un groupe a la
base de I’arbre des archées ou a la base des euryarchées, mais sur de trés longues branches. Leur

évolution rapide accompagnée d'une réduction de la taille du génome explique facilement pourquoi

126



Chapitre 1 : La Phylogénie des archées, au-dela des protéines informationnelles.

une attraction de longues branches peut étre la cause de cette position basale et groupée.
Néanmoins, cet artefact s'est révélé étre trés fort et ce groupe reste trés difficile a casser pour
positionner ces especes au sein des archées. Des analyses de désaturation par selection de génes
avec différentes sélections d’espéces (i.e. introduction indépendante de chaque espece a evolution
rapide : N. equitans, les deux especes du genre ‘Ca. Parvarchaeum’, ‘Ca. Micrarchaeum
acidiphilum’, et les trois especes de 1’ordre Nanohaloarchaea) sont en cours. Cette approche avait
déja montré que N. equitans est probablement groupe frére des Thermococcales (Brochier et al.
2005) et nos résultats préliminaires confirment que les Nanohaloarchaea sont groupe frere des
Halobacteriales et que les deux groupes d’ARMAN (‘Ca. Parvarchaeum’ et ‘Ca. Micrarchaeum”)
pourraient se placer au sein des euryarchées mais séparément. Ces analyses tendent a confirmer que
le regroupement de ces sept espéces est artéfactuel dans certaines analyses phylogénétiques, méme
s’il reste trés difficile de les repositionner avec certitude dans la phylogénie des archées. Le fait que
ces archées nanométriques aux génomes particuliers ne soient trés probablement pas des groupes
basaux confirmerait aussi le fait que l’ancétre des archées n’aurait pas ces caractéristiques
génomiques, mais serait au contraire un organisme complexe.

En conclusion, cette analyse montre que le signal phylogénétique porté par les protéines
ribosomiques et les sous-unités de I’ARN polymérase n'est pas le résultat d’une évolution
particuliére de ce systeme puisqu’on retrouve le méme signal avec un grand nombre de marqueurs
impliqués dans de nombreux processus cellulaires différents et non liés fonctionnellement.
Néanmoins, 1’ajout de 200 nouveaux marqueurs permet une amélioration sensible de la
reconstruction de la phylogénie des archées en termes de soutien et permet d’apporter un nouvel
éclairage sur certains points problématiques. Bien que ces nouveaux marqueurs ne soient pas
présents dans la totalit¢ des génomes d’archées, il est possible d’en extraire un signal
phylogénétique fiable. Il semble donc qu’un génome « ceeur » (« core genome » en anglais) existe
et soit hérité majoritairement de maniére verticale chez les archées, méme s'il peut y avoir des
pertes différentielles et HGT ponctuels de certaines protéines dans les différentes lignées. Cette idée
avait été proposée par Gribaldo et Brochier-Armanet en 2006 (Simonetta Gribaldo and Brochier-
Armanet 2006) et semble confirmée par cette étude. Il est important de souligner que nous avons
pris pour point de départ des génomes de thaumarchées et de I’aigarchée, il est donc possible que
d’autres marqueurs intéressants soient mis en €évidence par I’analyse de génomes d’autres phyla
d’archées, et en particulier des lignées non-cultivées a I’heure actuelle et qui constituent une grande

part de la diversité du troisieme domaine du vivant.
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Chapitre 2 : Positionnement de la racine de 1’arbre des Archaea.

A. Introduction

La position de la racine de 1’arbre des archées est un sujet essentiel non seulement pour la
phylogénie des archées mais pour celle du vivant dans son ensemble. En effet, résoudre les relations
de parenté entre les phyla d’archées est important pour comprendre 1’évolution de ce domaine, mais
aussi ses relations avec les deux autres domaines du vivant, bactéries et eucaryotes. En 1990, la
premiere divergence chez les archées a été placée entre Crenarchaeota et Euryarchaeota, définis
comme deux phyla par Woese et collaborateurs sur la base des premieres phylogenies d'ARNr SSU
(C R Woese, Kandler, and Wheelis 1990) (Figure 4). La découverte successive de plusieurs lignées
se placant prés de la base de 1’arbre des archées a peu a peu remis en cause cette dichotomie. Ces
nouveaux phyla, les Korarchaeota (Barns et al. 1996), les Nanoarchaeota (H. Huber et al. 2002), les
Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et al. 2008) et les Aigarchaeota (Nunoura et al. 2011), ont
multiplié les positions possibles de la racine de 1’arbre. Par exemple, les premicres phylogénies
basées sur I’ARNr SSU et les protéines ribosomiques comprenant la nanoarchée Nanoarchaeum
equitans placaient la racine entre cette espece et le reste des archées (Waters et al. 2003). De la
méme maniére, les analyses phylogénomiques du génome de la premiere thaumarchée séquencée,
Cenarchaeum symbiosum, racinaient 1’arbre des archées entre cette espece et le reste, en utilisant les
eucaryotes comme groupe extérieur (Brochier-Armanet et al. 2008). D'autres études
phylogénomiques concernant les relations entre les trois domaines du vivant ont été conduites ces
derniéres années et la racine de I'arbre des archées a été proposée successivement comme étant a la
base de chacun des phyla (cf. Introduction B.2.b). Ces analyses ont été conduites avec différentes
méthodes et échantillonnages taxonomiques, et avec différents groupes extérieurs (bactéries et/ou
eucaryotes), les rendant difficilement comparables. A contrario, les marqueurs utilisés sont souvent
centrés sur les protéines ribosomiques et, par conséquent, les jeux de données sont assez proches en
termes de composition protéique méme s’ils ne sont pas analysés de la méme fagon. Enfin, pour la
plupart ces études ont pour but de résoudre I’ensemble des relations entre les trois domaines du
vivant, mais ne sont pas centrées sur la position de la racine de I’arbre des archées. D’autre part, une
grande partie des phylogénies des archées ont été inférées sans groupe extérieur, ce qui est tres
important pour pouvoir résoudre la phylogénie interne des archées, mais ne permet pas de raciner
I’arbre (Brochier-Armanet, Forterre, and Gribaldo 2011). Nous pensons que les relations anciennes
entre les archées doivent étre traitées pour elles mémes, avec un set de marqueurs adapté ainsi

qu’un échantillonnage taxonomique représentatif de leur diversité et un choix judicieux du groupe
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extérieur.

Nous présentons ici une analyse de la racine de la phylogénie des archées basée sur 70
marqueurs dont 38 ne sont pas des protéines ribosomiques, utilisant des séquences homologues
bactériennes comme groupe extérieur. A partir des 200 nouveaux marqueurs définis préalablement
pour I’analyse de la phylogénie des archées présentée dans le Chapitre 1, nous avons trouvé 81
protéines ayant des homologues bactériens. Nous avons construit des jeux de données contenant les
séquences d'archées et les séquences bactériennes homologues issues de 117 génomes représentatifs
de la diversité bactérienne. La phylogénie de chaque protéine a été inférée et analysée afin d’exclure
les jeux de données pour lesquels 1’homologie des séquences bactériennes était le résultat de
transferts horizontaux. 38 jeux de données ont été conservés. Le méme travail a été fait a partir des
protéines ribosomiques, et 32 ont été conservées. A partir de ces deux groupes de protéines, nous
avons tout d’abord construit deux supermatrices différentes, afin d’analyser leur signal
indépendamment, puis une troisiéme supermatrice contenant I’ensemble des 70 jeux de données.
Une attention particuliére a été donnée aux espéces d’archées de taille nanométrique des genres
Nanoarchaeum, ‘Ca. Micrarchaeum’, ‘Ca. Parvarchaeum’ et les Nanohaloarchaea, connues pour
étre sujets aux LBA, ce qui est particulierement problématique dans une analyse comprenant un
groupe extérieur. Enfin, nous avons utilisés deux méthodes de désaturation de notre jeux de
données, par gene et par site, afin d’analyser I’impact des différences de vitesse d’évolution sur la
position de la racine des archées.

Ce travail est présenté dans I’article « Phylogenomic Analysis Pinpoints the Root of the
Domain Archaea and Supports the Foundation of the New Kingdom Proteoarchaeota » (Petitjean,

Deschamps, Brochier-Armanet, Lopez-Garcia, Moreira, en préparation).
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Chapitre 2 : Positionnement de la racine de 1’arbre des Archaea.

B. Manuscrit de l'article 2 : « Phylogenomic Analysis Pinpoints the Root of the
Domain Archaea and Supports the Foundation of the New Kingdom
Proteoarchaeota »
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Abstract

The first phylogenetic trees of the domain Archaea, based on the analysis of 16S rRNA
sequences, showed a deep division between two major groups, which were classified as the
kingdoms Euryarchaeota and Crenarchaeota. This bipartite view has been challenged in
recent years thanks to the discovery of several deeply-branching new archaeal lineages, in
particular the Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Nanoarchaeota, and Korarchaeota, which
have also been given the same taxonomic status of kingdoms. However, the phylogenetic
position of some of these lineages has been controversial. In this sense, one problem has
been that very often the phylogenetic analyses of the Archaea has been carried out without
outgroup, making very difficult to determine if these taxa actually represent independent
archaeal lineages of the same level as the Euryarchaeota and Crenarchaeota. We have
addressed this question by reconstructing archaeal phylogenetic trees rooted on bacterial
sequences. These trees were based on conserved protein markers commonly used (32
ribosomal proteins) and on 38 new markers identified through phylogenomic analysis. We
thus gathered a total of 70 markers that we analyzed as a concatenated dataset. Our trees
consistently placed the root of the archaeal tree between the Euryarchaeota (including the
Nanoarchaeota and other fast-evolving lineages) and the rest of archaeal species. We thus
propose the erection of a new kingdom, the Proteoarchaeota, to contain these lineages. This
has to be accompanied by the relegation to a lower taxonomic rank (class or order) of the
lineages previously classified as kingdoms (Crenarchaeota, Thaumarchaeota, Aigarchaeota,

and Korarchaeota) and now encompassed within the Proteoarchaeota.

Key words: Archaea, Euryarchaeota, Proteoarchaeota, root, phylogenomics.



Introduction

Despite the fact that several archaeal species had been isolated as soon as in the 30's
(Barker, 1936), the recognition of their nature as members of an independent domain of life
had to wait for 40 years, when Woese and Fox published the proposal for the division of life
into three primary kingdoms: Bacteria, Archaebacteria and Urkaryotes, based on the analysis
of small subunit rRNA sequences (SSU rRNA) (Woese and Fox 1977). Later on, to
emphasize on the difference between the two major groups of prokaryotes (Bacteria and
Archaebacteria), these three kingdoms were reclassified as the domains Bacteria, Archaea
and Eucarya (Woese et al., 1990). Within the Archaea, the first SSU rRNA phylogenies
supported the separation of two groups, one containing methanogenic species and another
formed by thermoacidophilic ones (Fox et al., 1980). This was confirmed by subsequent
analyses with a richer taxonomic sampling, leading to the division of the Archaea into two
kingdoms: the Crenarchaeota, all hyperthermophilic, and the Euryarchaeota, containing
species with a variety of phenotypes (hyperthermophilic, mesophilic, methanogenic,
halophilic, etc.) (Woese et al., 1990). However, a number of discoveries have challenged this
simple bipartite view in recent years.

First, environmental SSU rRNA sequence analyses revealed the existence of archaeal
species related to the crenarchaeota thriving in mesophilic environments such as the open
ocean (DeLong, 1992; Fuhrman et al., 1992), soils (Jurgens et al., 1997), lakes (Schleper et
al., 1997) and both cold and hot terrestrial springs (Barns et al., 1996). Phylogenetic analysis
of conserved genes involved in translation and some differences in gene content with the
classical hyperthermophilic Crenarchaeota led to propose that these archaeal species may
define a new archaeal phylum, the Thaumarchaeota, independent from the two phyla
recognized until now, the Crenarchaeota and the Euryarchaeota (Brochier-Armanet et al.,
2008). More recently, a distant relative of the Thaumarchaeota, the species Candidatus
'Caldiarchaeum subterraneum’, was proposed to define an additional new phylum -
Aigarchaeota- based on its distinct gene content (Nunoura et al., 2011). Similar arguments
were used to suggest that the species Candidatus ' Korarchaeum cryptofilum' represented
the first member of a new phylum Korarchaeota, very distantly related to the Crenarchaeota
(Barns et al., 1996; Elkins et al., 2008). An even more divergent case was found with the
discovery of the hyperthermophilic Nanoarchaeum equitans, a tiny symbiont of the
crenarchaeote Ingnicoccus hospitalis. The phylogenetic analysis of concatenated ribosomal
proteins suggested that this species diverged before the separation of the Crenarchaeota
and the Euryarchaeota, thus defining a very ancient new archaeal phylum -the
Nanoarchaeota- (Waters et al., 2003). Although being classified within the Euryarchaeota, a

very deep branching has also been suggested for other ultrasmall archaea of the genera



Candidatus 'Micrarchaeum' and 'Parvarchaeum’, using as argument their unusual gene
content (Baker et al., 2010).

Thus, the last decade has seen a multiplication of deep-branching groups within the
Archaea and, as a consequence, of possibilities to place the root of the archaeal tree,
namely, the first divergence within this domain of Life. The first suggestion placed the root
between the Crenarchaeota and the Euryarchaeota (Woese et al., 1990). However, the
subsequent inclusion of the new deep-branching groups, in particular the Nanoarchaeota,
has challenged this view. For example, the first phylogenetic trees incorporating this lineage,
based on rRNA or ribosomal protein sequences, supported a rooting between N. equitans
and the rest of archaea (Waters et al., 2003). However, other analyses rooted the archaeal
tree on the branch leading to the Thaumarchaeota (Brochier et al., 2008). More recently,
phylogenetic analyses using heterogeneous sequence evolution models aimed at
determining the precise archaeal origin of the eukaryotic nucleocytoplasm have placed the
root of the archaeal domain on the N. equitans branch or within the Euryarchaeota (Cox et
al., 2008). These different analyses applied different tree reconstruction methods, different
models of sequence evolution, different archaeal sequence samplings and different outgroup
sequences (eukaryotic and/or bacterial), making them difficult to be compared. On the other
hand, most archaeal phylogenetic analyses with a wide taxonomic archaeal sampling did not
include outgroup sequences, so they only produced unrooted phylogenies (e.g., Brochier-
Armanet et al., 2011). Therefore, there is a need for phylogenetic analyses specifically aimed
at rooting the archaeal tree. For that, a wide representation of all archaeal phyla as well as a
good sampling of outgroup sequences are necessary. In this work, we have used this
approach to reconstruct archaeal phylogenetic trees rooted with a bacterial outgroup. These
trees were based on the classical ribosomal protein dataset (32 proteins) and on a collection
of 38 new conserved proteins identified by phylogenomic analysis. Our phylogenetic
analyses supported the rooting between the Euryarchaeota (including the Nanoarchaeota
and the genera Micrarchaeum and Parvarchaeum) and the rest of archaea (Crenarchaeota,
Thaumarchaeota, Aigarchaeota and Korarchaeota). This deep division into two major groups
prompted us to propose a re-classification of several major archaeal lineages from their
current status of phyla or divisions into the rank of classes. This would make the whole

archaeal taxonomy much more homogeneous.

Materials and Methods

Detection of Proteins Widespread in Archaea and Bacteria
We gathered the protein sequences coded by all publicly available complete genome

sequences of archaeal species as well as those of 117 bacterial species into a local



database (for the list of organisms, see supplementary table S1, Supplementary Material
online). We then carried out sequence similarity searches against the archaeal sequences in
this database using BLAST (Altschul 1997) and all the protein sequences coded in the
genomes of Nitrosopumilus maritimus, Cenarchaeum symbiosum and Caldiarchaeum
subterraneum as queries. The BLAST results were filtered to retain only those containing
representatives at least 4 archaeal sequences. The 4174 proteins thus identified were
submitted to preliminary phylogenetic analysis (see below). The phylogenetic trees obtained
were checked manually to retain only those were the different archaeal phyla were
monophyletic and without evidence for horizontal gene transfer (HGT) events.

200 datasets were retained, for which we incorporated the respective homologous
bacterial sequences and reconstructed new phylogenetic trees, which we used to finally
retain 38 proteins for which the trees did not show evidence for HGT between archaea and
bacteria (see the list in supplementary table S2, Supplementary Material online). To
decrease the calculation time of the subsequent phylogenetic analyses, we selected 27

taxonomically diverse bacteria to be used as outgroup.

Phylogenetic Analyses

Sets of homologous protein sequences were aligned using MAFFT (Katoh 2013). Conserved
positions in the alignments were detected using BMGE with default parameters (Criscuolo
2010) and verified by hand using the program NET of the MUST package (Philippe 1993).
Maximum likelihood phylogenetic trees were reconstructed upon each individual protein or
different concatenated datasets with RaxML v.7.2.4 (Stamatakis 2006) and the
PROTGAMMALGF model. Tree robustness was estimated using the Rapid Bootstraping
method implemented in RaxML. Bayesian inference analyses were carried out using
MrBayes 3.2.1 (Ronquist et al., 2012) with a mixed model of amino acid sequence evolution
and a Gamma distribution with six discrete categories to accommodate for among site rate

variation.

Mutational Desaturation Analyses

We applied a site-by-site mutational desaturation approach using SlowFaster (Kostka 2008)
to construct 10 multiple sequence alignments containing sites with increasing evolutionary
rates. We also carried out a marker-by-marker desaturation analysis based on the average
evolutionary rates of the different markers analyzed. For that, we selected 22 pairs of species
(10 archaea-archaea, 9 archaea-bacteria, and 3 bacteria-bacteria, see supplementary table
S3, Supplementary Material online) and we computed the species-to-species distance for
each pair based on the ML phylogenetic tree for each individual marker. We then obtained

the average value of those distances, which we attributed as the evolutionary rate of the
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marker. As for the previous approach, we constructed 10 concatenations, beginning with one
containing the slowest evolving markers and progressively adding more and more fast
evolving ones. All the different concatenations were analyzed by maximum likelihood using
with RaxML v.7.2.4 (Stamatakis 2006).

Results

Identification of New Markers Widely Distributed in Archaea and Bacteria

It has been proposed that the gene content in thaumarchaeotal genomes is to some extent
intermediate between the euryarchaeotal and crenarchaeotal ones (Brochier et al., 2008,
Spang et al., 2010, Brochier et al., 2012). By this reason we have used two thaumarchaeotal
genomes (Cenarchaeum symbiosum and Nitrosopumilus marinus) and one from the closely
related phylum Aigarchaeota (Caldiarchaeum subterraneum) as queries to look for
conserved genes widely distributed in Archaea. Using BLAST searches and phylogenetic
analysis, we detected 200 proteins with orthologs in most of the available archaeal complete
genome sequences. Among them, 68 had homologues in bacterial species. We
reconstructed maximum likelihood (ML) phylogenetic trees for all these proteins to verify that
their presence in both Archaea and Bacteria was not due to horizontal gene transfer (HGT)
events between these two domains. We also checked that these proteins were present in at
least 26 bacterial phyla to have a sufficiently diverse set of outgroup sequences. This yielded
38 well conserved proteins widely distributed in Archaea and Bacteria (supplementary table
S1, Supplementary Material online). We excluded eukaryotes from all our analyses because
of the possibility that they might have inherited part of their genes from Archaea during their
very early evolution (Cox et al., 2008; Embley and Martin 2006; Gribaldo et al., 2010; Lépez-
Garcia and Moreira 1999). If this is actually the case, their use as an outgroup would lead to
infer an erroneous rooting of the archaeal tree.

In contrast with the limited range of functions of the markers used until now to reconstruct
rooted phylogenies of the Archaea (mostly ribosomal proteins), our newly detected proteins
are involved in a variety of cellular processes, including the metabolism of amino acids,
nucleotides and co-enzymes, post-translational protein modification and other functions
(supplementary table S1, Supplementary Material online). This functional diversity is
important because it can contribute to retrieve more homogeneous branch lengths among
species because it is unlikely that this entire set of very different cellular processes might
have an evolutionary rate in some lineages significantly more accelerated than in the rest.

Such very unequal evolutionary rates among lineages, which represent a major problem for



phylogenetic reconstruction, are more likely to occur for small sets of proteins involved in a
same process.

In addition to these new protein markers, we also included the classical set of translation
proteins (32 ribosomal proteins) to construct concatenated sequence datasets for the
subsequent phylogenetic analyses.

Rooted Phylogenetic Analyses of Translation Proteins and the Newly Detected
Markers

Multi-marker phylogenetic analyses have revealed that several archaeal lineages have very
high evolutionary rates, producing very long branches in phylogenetic trees which can lead to
long branch attraction artefacts (LBA). This is notably the case for the ultrasmall archaea of
the genera Nanoarchaeum, Micrarchaeum, Parvarchaeum and the Nanohaloarchaea (e.g.,
Brochier et al., 2011). Therefore, we carried out a first set of phylogenetic analyses excluding
all these fast-evolving organisms. The first dataset that we analyzed contained the classical
set of ribosomal proteins that have traditionally been used to reconstruct rooted and unrooted
archaeal phylogenies (e.g., Cox et al., 2008, Elkins et al., 2008, Brochier et al., 2011, Guy
and Ettema 2011). We reconstructed an updated phylogenetic analysis of those markers (32
markers and 2560 amino acid sites) incorporating representative species from all major
archaeal lineages (with the exception of the fast-evolving ones, see above) to obtain a
reference phylogeny. The resulting phylogeny was rooted within the Euryarchaeota (fig. 1). In
fact, different euryarchaeotal lineages emerged as paraphyletic branches at the base of the
tree, with strong statistical support in Bayesian trees (posterior probabilities PP=0.97-1) but
moderate bootstrap support in maximum likelihood trees (BP<70%). This result was in
agreement with a similar tree published by Cox et al., (2008). The apical part of our tree was
occupied by a strongly supported group (PP=1, BP=100%) containing the Thaumarchaeota,
Aigarchaeota, Crenarchaeota and Korarchaeota (a group tentatively defined as the "TACK"
superphylum by Guy and Ettema (2011)).

We then carried out a phylogenetic analysis on a concatenation of our new markers (38
markers and 6890 amino acid sites). The Bayesian phylogenetic tree based on this new
dataset (fig. 2) was rooted between the Euryarchaeota and the rest of archaeal species,
namely the "TACK" group, in sharp contrast with the previous tree based on translation-
related proteins. This rooting was robustly supported (PP=1, BP=99-100%). Moreover, the
monophyly of most of the archaeal classes was also well supported (PP=1, BP>90%).

Finally, we analyzed a combined dataset contained all the previous markers (translation-
related proteins plus our new markers, for a total of 70 markers and 9450 amino acid sites).
The resulting tree (fig. 3) was very similar to the one obtained from the analysis of the

concatenation of the new markers. In fact, the root was placed between the Euryarchaeota
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and the rest of archaeal species with strong support, especially by the Bayesian analysis
(PP=1 for all deep nodes in the tree) and moderately by the ML analysis (BP=79% for the
monophyly of the Euryarchaeota and 100% for the "TACK" group). The internal phylogeny of
the different archaeal lineages was also well supported in the Bayeasian tree, even for
several difficult-to-resolve relationships. For example, we retrieved full support (PP=1,
BP=100%) for the monophyly of the so-called "Methanogen Class |" containing the
Methanopyrales, Methanobacteriales and Methanococcales, a relationship that was not
supported by the ribosomal proteins, which placed the Methanococcales as sister group of
the Thermococcales (fig. 1). Another highly supported (PP=1, BP=99%) interesting result
was the position of the Halobacteria as a derived group within the class Methanomicrobia

(also known as "Methanogen Class II").

The Position of Long-Branching Archaea

As mentioned above, we excluded from our initial phylogenetic analyses a number of taxa
characterized by their very long branches. These included Nanoarchaeum, Micrarchaeum,
Parvarchaeum and the Nanohaloarchaea. These species exhibited a very large amount of
missing data in our concatenated alignments (>50%), in agreement with their very small
genome sizes (especially for N. equitans, with only 540 protein-coding genes, and
Micrarchaeum and Parvarchaeum, with ~1000 protein-coding genes). This, in addition to
their long branches that suggest an accelerated evolutionary rate, made them very prone to
potential LBA artefacts (Roure et al., 2013). Moreover, LBA can be exacerbated by the
inclusion of distant outgroup sequences, leading to a basal emergence of the long-branching
taxa attracted by the outgroup (Philippe and Laurent 1998). In fact, although poorly
supported, the ML tree based on our complete set of markers and rooted using the bacterial
sequences as outgroup showed a basal emergence of these long-branching taxa within a
monophyletic group (BP=62%, supplementary fig. S1, Supplementary Material online). This
would support that the root of the archaeal tree is located between these species and the
rest of archaea. However, previous analyses have provided strong support for alternative
placements of these species, in particular for Nanoarchaeum as sister group of the
Thermococcales (Brochier et al.,, 2005) and the Nanohaloarchaea as sister group of the
Halobacteria (Narasingarao et al., 2012). We thus tested different ways to reduce the
potential LBA responsible of the basal emergence of the long-branching archaea. First, we
carried out an unrooted phylogenetic analysis excluding the bacterial sequences. In the
resulting ML tree all the ultrasmall archaea branched again as a strongly supported
monophyletic group placed between the Crenarchaeota and the Euryarchaeota
(supplementary fig. S2, Supplementary Material online). This suggested that the removal of

the distant bacterial outgroup sequences was not enough to alleviate the possible LBA
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artefact responsible of their basal emergence. We thus re-analyzed the same dataset using a
mixed model of amino acid sequence evolution and Bayesian inference, which is known to
be very often more robust against LBA than ML methods (Philippe et al., 2011). Indeed, the
Bayesian tree showed a very different topology, with the four groups on long branches well
nested at different locations within the Euryarchaeota (fig. 4). Nanoarchaeota branched as
sister group of the Thermococcales, the genera Micrarchaeum and Parvarchaeum as sisters
of the Thermoplasmata, and the Nanohaloarchaea as sisters of the Halobacteria. These
results supported that these taxa can be considered as bona fide euryarchaeotal species and
that, therefore, the root of the archaeal tree does not lie between them and the other
archaea.

Desaturation Analyses

Since the root corresponds to the most ancient node in the archaeal tree, it can be one of the
most affected by mutational saturation, namely the loss of phylogenetic signal due to the
accumulation of successive mutations on variable sequence sites. To test if this was the
case, we have analyzed our global dataset (translation related proteins plus our new
markers) using two desaturation strategies based on site selection and marker selection,
respectively. For the first one, we calculated the evolutionary rate at each position of the
global alignment and constructed 10 concatenations of increasing size. The first contained
only the slowest evolving sites and the following a progressively increasing number of more
and more fast evolving sites. The ML phylogenetic tree based on the first dataset (with only
939 sites) placed the root within the Euryarchaeota, between the Thermococcales and the
rest of archaeal species. However, all the other datasets recovered the same rooting pattern
as the complete dataset, namely, the separation between the Euryarchaeota and the other
archaea (see supplementary figs. S3-S12, Supplementary Material online). Whereas the
monophyly of the "TACK" group was strongly retrieved by all datasets (BP=100% except for
the first dataset, with BP=83%), the monophyly of the Euryarchaeota was less supported,
especially by the small- and middle-size datasets. This probably reflected the influence of the
ribosomal proteins, which tended to support a root within the Euryarchaeota (fig. 1).

The second desaturation strategy took into account the evolutionary rate of each marker
to construct a series of 10 concatenations from the slowest evolving to the fastest evolving
ones (see Materials and Methods). As in the site-by-site desaturation analysis, all datasets
retrieved the monophyly of the "TACK" group with maximal support (BP=100%,
supplementary fig. S13-S22, Supplementary Material online). However, the position of the
root was unstable, with some of the smallest datasets supporting a root within the
Euryarchaeota. This probably reflected the predominance of ribosomal proteins in these

datasets. Interestingly, the last five datasets retrieved the root between the Euryarchaeota
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and the other archaea, with highest support (BP=94-97%) in the intermediate datasets (49
and 56 proteins). They probably corresponded to the datasets with the optimum number of
informative sites before an increase of noise provided by the fastest-evolving proteins, which
led to a decrease of the statistical support in the final datasets.

In summary, the two desaturation strategies, site-by-site and gene-by-gene, produced
similar results, with most trees supporting the rooting between the Euryarchaeota and the
"TACK" group. The global stability of this result suggested that it is not due to any particular
group of genes or site category.

Discussion

The Root of the Archaeal Tree

Since the initial proposal by Woese and co-workers that the deepest division in the archaeal
domains was between the two kingdoms Crenarchaeota and Euryarchaeota (Woese 1990),
many other alternatives have been advanced, most of them linked to the discovery of new
deeply-branching archaeal lineages. As summarized in the Introduction, this has been the
case especially for the hyperthermophilic Nanoarchaeum equitans (Waters et al., 2003, Cox
et al., 2008), the Thaumarchaeota (Brochier et al., 2008), and the acidophilic genera
Candidatus 'Micrarchaeum' and 'Parvarchaeum' (Baker et al., 2010). Di Giulio has repeatedly
argued for the rooting on the Nanoarchaeota, to even propose that this group should be
considered as a "living fossil" (Di Giulio 2006). This was based not only on phylogenetic
analyses of rRNA sequences (Branciamore 2008) but also on the unusual discovery of some
genes split in two fragments in the genome of N. equitans (Randau 2005), which was
interpreted as an ancestral character according to the "introns early" hypothesis (Di Giulio
2008). However, several findings have undermined this proposal. Split genes have also been
found in another small archaeon, Micrarchaeum acidiphilum, which is phylogenetically
unrelated to N. equitans (Baket et al., 2010). In addition, phylogenetic analyses based on
individual conserved proteins and on concatenated translation-related proteins strongly
support that Nanoarchaeota are not basal but sisters to the Thermococcales (Brochier 2005;
Brochier 2011). Likewise, a very deep-branching position for the genera Micrarchaeum and
Parvarchaeum based on their gene content with both typical euryarchaeotal and
crenarchaeotal genes (Baket et al., 2010) has not been validated by phylogenetic analysis of
translation-related proteins, which placed them nested within the Euryarchaeota (Brochier
2011). Finally, the third group of long-branching archaea, the halophilic Nanohaloarchaea,
has been shown to robustly branch close to the Halobacteria (Narasingarao et al., 2012). Our
analyses with the complete set of markers are in agreement with these results. The unrooted

Bayesian tree showed all the long-branching archaea well nested within the Euryarchaeota,
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with the Thermococcales + Nanoarchaeota as the first group to diverge (fig. 4). Interestingly,
when bacterial sequences were added to root this tree, all those long-branching archaea
emerged together at the base of the archaeal tree, strongly suggesting a LBA artefact.

Thus, the atypical characteristics found in several fast-evolving ultrasmall archaea are
most likely derived characters rather than ancestral features. One example concerns the split
genes of Nanoarchaeum and Micrarchaeum, which have likely evolved by convergence in
these two lineages. Massive genome size reduction has also occurred in parallel in these
organisms as well as in Parvarchaeum, and, to a lesser extent, in the Nanohaloarchaea, all
of them having gene numbers smaller than those of their respective closest relatives. This
has been accompanied by a large acceleration of evolutionary rate, as attested by the long
branches exhibited by all these species. It may be possible that anomalous characters, such
as the split genes, are side products of that evolutionary acceleration and genome reduction.
In fact, convergent acquisition of exceptional features has already been noticed in fast-
evolving highly reduced genomes. One outstanding example is the migration of the rRNA
genes to subtelomeric regions in the chromosomes of the highly reduced nucleomorph

genomes of cryptophytes and chlorarachniophytes (Moore and Archibald 2009).

A Bipartite Division of the Domain Archaea and Proposal for the New Archaeal
Kingdom Proteoarchaeota

Originally, the domain Archaea was divided into two major groups: the Euryarchaeota and
the Crenarchaeota, based on the analysis of 16S rRNA sequences (Woese et al., 1990).
These two groups were given the taxonomic rank of Kingdom as the one immediately below
that of Domain and to insist on their clear phylogenetic distinctiveness (Woese et al., 1990).
However, since the publication of this proposal, several new archaeal lineages have been
discovered and some of them have been named using the kingdom suffix 'archaeota’ to
equal their ranks to that of the Euryarchaeota and Crenarchaeota. This is the case of the
Nanoarchaeota (Waters et al., 2003), Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et al., 2008),
Aigarchaeota (Nunoura et al., 2011), and Korarchaeota (Elkins et al., 2008). The lack of clear
criteria to establish a rank for those different lineages has fostered discussion on different
aspects, such as the weight that molecular phylogeny has to have on the definition of new
major taxa (Gribaldo and Brochier 2012; Garrity and Oren 2012).

Our phylogenetic analyses excluding the long-branching taxa (Nanoarchaeum,
Micrarchaeum, Parvarchaeum and the Nanohaloarchaea) strongly supported that the root of
the archaeal tree lies between the Euryarchaeota and the rest of archaeal lineages. This,
together with the observation that the long-branching archaea can be considered as bona
fide Euryarchaeota since they branch within this archaeal group when LBA problems are

minimized, advocates for a major division of the domain Archaea into two major groups
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between which the root is located: the Euryarchaeota and the so-called TACK supergroup. In
addition to these phylogenetic considerations, these two groups have similar levels of
ecological and evolutionary diversity. As their name evokes (eurus meaning wide),
Euryarchaeota have for long been known to exhibit a variety of metabolic capacities and to
occupy a broad range of habitats (Woese et al., 1990). This is also the case for the TACK
supergroup (Guy and Ettema 2011), thriving in high-temperature environments
(Crenarchaeota, Aigarchaeota and Korarchaeota) but also in mesophilic ones
(Thaumarchaeota) and relying on a large variety of metabolisms. On the other hand, the
evolutionary divergence among distant TACK members is very similar to that among distant
Euryarchaeota. For example, the average 16S rRNA sequence identity between
Thaumarchaeota and Desulfurococcales (Crenarchaeota) is of ~75%, identical to that
between Thermococcales and Halobacteria within the Euryarchaeota. The phylogenetic
depth, in terms of sequence divergence, for our set of protein markers was also similar for
the Euryarchaeota and the TACK group (~65% amino acid sequence similarity for
comparisons of the same taxa as above).

The separation of the Euryarchaeota and the TACK group represents the primary split
among the known archaeal species and these two groups have comparable ecological and
phylogenetic diversities. Thus, it would be logical to give the TACK group the same
taxonomic level as the Euryarchaeota, namely a kingdom rank. This would require providing
a formal name to the TACK group. We propose to call this new kingdom Proteoarchaeota,
making reference to the Greek god of the sea Proteus, able to display many different forms.
The same prefix Proteo- was used in the name Proteobacteria also to point to the vast
diversity of this bacterial group (Stackebrandt et al., 1988). The erection of the kingdom
Proteoarchaeota would entail the relegation in rank of several archaeal lineages that were
given a kingdom (or superphylum) level. As mentioned above, this concerns the
Nanoarchaeota, Thaumarchaeota, Aigarchaeota and Korarchaeota. They should be re-
classified as classes as occurs for the different lineages that compose the Euryarchaeota.
Therefore, we propose to apply them the new names Nanoarchaea, Thaumarchaea,
Aigarchaea and Korarchaea, with their respective orders Nanoarchaeales,
Thaumarchaeales, Aigarchaeales and Korarchaeales (table 1). Likewise, the former kingdom
Crenarchaeota should be renamed as a class (Crenarchaea, which would be synonym of
Thermoprotei). We consider that this amended scheme is the one that requires the smallest
number of taxonomic changes and, at the same time, would be much more homogeneous for
the whole archaeal domain than the current mix of different ranks (kingdoms, classes and
orders) to refer to lineages that, actually, can be joined into only two major groups.
Incidentally, our results reinforce that the Halobacteria branch with high support within the

class Methanomicrobia, which turns out to be paraphyletic (fig. 3). Therefore, in order to
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avoid the existence of a paraphyletic class, the Halobacteria should be retrograded to the
status of order within the class Methanomicrobia. This is in agreement with the evidence
supporting that the ancestor of the Halobacteria was a methanogen species that secondarily
adapted to hypersaline environments (Nelson-Sathi et al., 2012).

Conclusions

In addition to the classical markers commonly used until now, most of them ribosomal
proteins, our phylogenomic survey has allowed identifying 38 additional conserved proteins
that can be used to reconstruct phylogenetic trees of the archaea rooted on bacterial
homologues. The phylogenetic analyses of the complete set of all those markers (32
ribosomal and 38 new ones) converge to support a deep division of the domain Archaea in
two major lineages. One corresponds to the kingdom Euryarchaeota, already defined 23
years ago (Woese et al., 1990) and the second to a miscellaneous collection of lineages that
has been tentatively grouped under the informal denomination of TACK supergroup (Guy
and Ettema 2011). This second group is clearly monophyletic in our analyses and has a level
of phylogenetic diversity comparable to the one of the Euryarchaeota. In addition, the
lineages composing it show a large panel of ecological adaptations. These points are not
reflected by the taxonomic classification of the Archaea currently used, which gives similar
ranks to groups as different in phylogenetic diversity and depth as the extremely wide
Euryarchaeota and the much more reduced Nanoarchaeota, Korarchaeota or Aigarchaeota.
We think that the best alternative would be to give the two major archaeal lineages the same
taxonomic rank. For that, the most parsimonious solution is keeping the kingdom rank
already given to the Euryarchaeota and to erect a new kingdom to contain the TACK
lineages. We propose to call these new kingdom Proteoarchaeota to highlight its high

ecological and phylogenetic diversity.
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Supplementary figures S1-S22 and tables S1-S3 are available at http://www.XXX.XXX/).
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Table 1

Revised classification of Archaea into two major phyla and their respective classes and

orders
Phylum Class Order
Euryarchaeota Archaeoglobi Archaeoglobales
Methanobacteria Methanobacteriales
Methanococci Methanococcales
Methanomicrobia Methanocellales
Methanomicrobiales
Methanosarcinales
Halobacteriales
Methanopyri Methanopyrales
Nanoarchaea Nanoarchaeales
Thermococci Thermococcales
Thermoplasmata Thermoplasmatales
Proteoarchaeota Aigarchaea Aigarchaeales
Crenarchaea* Acidilobales
Desulfurococcales
Fervidicoccales
Sulfolobales
Thermoproteales
Korarchaea Korarchaeales
Thaumarchaea Cenarchaeales

Nitrosopumilales

Nitrososphaerales

* The current class Thermoprotei would be synonym of Crenarchaea.
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Figure legends

FiG. 1.- Bayesian phylogenetic tree of Archaea rooted on bacterial sequences. The tree is
based on the concatenation of 32 ribosomal proteins (2560 sites). Numbers at branches are

posterior probabilities. The scale bar indicates the number of substitutions per position.

FiG. 2.- Bayesian phylogenetic tree of Archaea rooted on bacterial sequences. The tree is
based on the concatenation of 38 diverse conserved proteins (6890 sites). Numbers at
branches are posterior probabilities. The scale bar indicates the number of substitutions per
position.

FiG. 3.- Bayesian phylogenetic tree of Archaea rooted on bacterial sequences. The tree is
based on the concatenation of 32 ribosomal proteins and 38 diverse conserved proteins
(9450 sites). Numbers at branches are posterior probabilities. The scale bar indicates the

number of substitutions per position.

FiG. 4.- Unrooted Bayesian phylogenetic tree of Archaea including fast-evolving taxa. The
tree is based on the concatenation of 32 ribosomal proteins and 38 diverse conserved
proteins (9450 sites). Numbers at branches are posterior probabilities. The scale bar

indicates the number of substitutions per position.
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Supplementary material

Supplementary table S1. List of archaeal and bacterial complete genome sequences used

in this work.

Supplementary table S2. List of all protein markers used in this work.

Supplementary table S3. List of species-pairs used for evolutionary estimations for gene-

by-gene desaturation analysis.

Supplementary fig. S1. Maximum likelihood tree based on the complete set of markers (32
ribosomal proteins and 38 diverse conserved proteins, 9450 sites) and rooted using bacterial
sequences as outgroup. Numbers at branches are bootstrap proportions. The scale bar
indicates the number of substitutions per position.

Supplementary fig. S2. Unrooted maximum likelihood tree based on the complete set of
markers (32 ribosomal proteins and 38 diverse conserved proteins, 9450 sites). Numbers at
branches are bootstrap proportions. The scale bar indicates the number of substitutions per

position.

Supplementary figs. S3-S12. Rooted maximum likelihood trees corresponding to the site-
by-site desaturation analysis. Numbers at branches are bootstrap proportions. The scale bar

indicates the number of substitutions per position.

Supplementary figs. S13-S22. Rooted maximum likelihood trees corresponding to the
gene-by-gene desaturation analysis. Numbers at branches are bootstrap proportions. The

scale bar indicates the number of substitutions per position.
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Chapitre 2 : Positionnement de la racine de 1’arbre des Archaea.

C. Syntheése et éléments de discussion

Dans cet article, nous avons donc cherché a placer la racine de 1’arbre des archées a partir de
deux sets de protéines, 32 protéines ribosomiques et 38 nouveaux marqueurs impliqués dans
différents processus cellulaires, avec leur homologues bactériens.

Nous avons tout d’abord écarté de nos premicres analyses les lignées problématiques des
genres Nanoarchaeum, ‘Ca. Micrarchaeum’, ‘Ca. Parvarchaeum’ et les Nanohaloarchaeota, afin de
diminuer le risque de LBA. La premiere phylogénie inférée a partir des 32 protéines ribosomiques
en maximum de vraisemblance et en bayésien place la racine au sein des Euryarchaeota. Differents
groupes d’euryarchées émergent de fagon paraphylétique et avec un tres faible soutien, alors que les
Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota et Korarchaeota (le superphylum « TACK » propose
par Guy et Ettema en 2011 (Guy and Ettema 2011)) groupent de facon monophylétique bien
soutenue a l’intérieur des euryarchées. Les analyses du second jeu de données, contenant 38
nouveaux marqueurs, placent la racine entre les Euryarchaeota, monophylétiques, et le groupe
« TACK » avec un support au nceud maximal. La concaténation de ces deux jeux de données permet
aussi d’obtenir une phylogénie racinée entre les Euryarchaeota et le groupe « TACK » tres bien
soutenue. A partir de ce résultat, ’analyse en bayésien de la position des archées de petite taille dans
cette phylogénie mais sans groupe extérieur (pour minimiser les problemes de LBA) a montré
qu’elles se replagaient au sein des euryarchées et n’étaient pas groupées. La racine de 1’arbre des
archées serait donc entre les Euryarchaeota et le superphylum « TACK ».

Une diversité phylogénétique et physiologique d'une ampleur similaire a celle rencontrée au
sein des Euryarchaeota (qui leur a valu leur nom, eurus voulant dire ample, spacieux) se retrouve
aussi dans le groupe « TACK ». Cette observation, ainsi que la monophylie tres robuste de ce
groupe et la position de la racine le séparant des Euryarchaeota, nous ont conduits a proposer un
changement majeur dans la taxonomie des archées, a savoir, la création d’un nouveau phylum
‘Proteoarchaeota’ afin de donner un nom formel au groupe « TACK ». Ceci doit &tre accompagné
du déclassement des phyla composant le groupe « TACK » en ordres : Thaumarchaeales,
Aigarchaeales, et Korarchaeales ; les Crenarchaeota deviendraient les Crenarchaea. Nous proposons
aussi de supprimer le phylum Nanoarchaeota et de le considérer comme un ordre au sein des
Euryarchaeota sous le nom de Nanoarchaeales.

La multiplication des phyla proposés ces derniéres années est assez symptomatique de
I’absence de regles claires en ce qui concerne la taxonomie de haut niveau chez les archées et les
bactéries, créant un flou dans 1’appellation des différents groupes, et par conséquent dans la

compréhension et la perception de leur phylogénie. Certains de ces phyla ont été proposés sur
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I’analyse de trés peu de données en termes de génomes séquencés appartenant au groupe et du
nombre de marqueurs utilisés. La publication trés récente de Rinke et collaborateurs 2013 (Rinke et
al. 2013), décrivant le séquencage de 201 nouveaux génomes microbiens et proposant plusieurs
nouveaux phyla d’archées, est un exemple de plus de cette mouvance. Or, notre travail montre
qu’une analyse fine permet d’obtenir une phylogénie des archées racinée et de bonne qualité. Il est
important de remarquer ici que ce résultat a été obtenu grace a I’analyse d’autres marqueurs que les
protéines ribosomiques, montrant que malgré la puissance de ces marqueurs pour la résolution de la
phylogénie des archées, il peut étre nécessaire d’utiliser des protéines différentes pour répondre a
des questions difféerentes. Une analyse fine avec un jeu de données adapté a la question posee, en
I’occurrence, les relations phylogénétiques anciennes entre les lignées d’archées, semble donc
nécessaire avant la proposition d’un nouveau groupe de haut niveau taxonomique tel qu’un phylum.
La nouvelle classification que nous proposons rétablit un équilibre entre les ordres d’Euryarchaeota
et les groupes composant les ‘Proteoarchaeota’, en termes de diversit¢é et de distance
phylogénétique.

Le positionnement de la racine de 1’arbre des archées est aussi trés important en ce qui
concerne la nature du dernier ancétre commun de ce domaine. D’aprés notre analyse, il semblerait
avoir été hyperthermophile, les premiers ordres divergeant au sein des Euryarchaeota et des
‘Proteoarchaeota’ étant hyperthermophiles ou trés thermophiles (les Thermococcales et
Nanoarchaeales chez les euryarchées et les Korarchaeales et Aigarchaeales chez les
‘proteoarchées’). Cet ancétre aurait été aussi probablement trés complexe, contenant au moins les
caractéres partagés entre les deux grands phyla, et non pas extrémement réduit a ’image des
nanoarchées comme N. equitans ou les ARMAN.

Enfin, en ce qui concerne la relation des eucaryotes avec les archées, il serait intéressant de
construire un nouveau set de marqueurs sélectionnés pour répondre a cette question précise. Les
homologues bactériens n’étant plus nécessaires, ces marqueurs pourront étre choisis
indépendamment de la présence d’homologues bactériens, de fagon a s’affranchir de la nécessité
d’avoir des protéines universelles, ainsi que du risque de biais liés a la différence de vitesse
d’évolution entre les domaines, ou de la saturation. Cette méthode a déja été proposé par Gribaldo

et collaborateurs en 2010 (Simonetta Gribaldo et al. 2010).
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Chapitre 3 : Répartition taxonomique et histoire évolutive des protéines d'archées : exemple du
systeme chaperonne DnaK et de la protéine Dnal-Fer.

A. Introduction

Notre recherche de nouveaux marqueurs pour I’inférence de la phylogénie des archées est
passée par I’analyse de la phylogénie de chacune des protéines codées dans les trois génomes de
Cenarchaeum symbiosum, Nitrosopumilus maritimus et ‘Ca. Caldiarchaecum subterraneum’. Cette
analyse non automatique a permis de noter un certain nombre d’observations sur ces phylogénies,
telles que 1’absence ou la présence d’homologues bactériens et eucaryotes, les phyla d’archées
représentés, des cas de transferts horizontaux potentiels, ou des cas de paralogie. Ces données n’ont
pas été exploitées dans ma these, le but premier de cette étude étant la recherche de marqueurs pour
I’¢tude de la phylogénie des archées, mais elles seraient tres intéressantes a exploiter dans le futur.
Deux exemples en sont la preuve. Tout d’abord, le travail présenté dans le Chapitre 2 a été entamé
car il a été possible de Vvérifier trés rapidement si des homologues bactériens étaient présents dans
les jeux de données de départ des 200 marqueurs sélectionnés pour I’inférence de la phylogénie des
archées. L’autre exemple de I’intérét de ce travail est de mettre en évidence des histoires évolutives
particulieres comme celle de la protéine DnalJ-Fer présentée dans ’article ci-dessous.

Cette proteine a une répartition taxonomique trés particuliere, elle n’est présente que chez
certaines Thaumarchaeota et les Viridiplantae (algues et plantes vertes), ce qui a attiré notre
attention. L’¢tude de I’histoire évolutive de cette protéine nous a amenés a nous intéresser aussi a
I’histoire évolutive du systeme chaperonne DnaK. En effet, les protéines contenant un domaine
peptidique dnaJ, sont connues pour interagir avec DnaK dans les réponses aux chocs thermiques et
d’autres types de stress. La protéine DnaK et ses co-chaperonnes GrpE et DnaJ sont présentes de
facon ubiquitaire chez les bactéries et les eucaryotes, mais sont absentes chez certaines archées, et
totalement absentes chez les archées hyperthermophiles. 1l a été montré que la protéine Dnal-Fer,
composée d'un domaine dnal et d'un domaine ferredoxine, intervient en association avec DnaK
dans le chloroplaste de l'algue verte Chlamydomonas reinhardtii (Dorn et al. 2010). Nous avons
montré que chez les archées, DnaK, GrpE et DnaJ (une protéine différente de la protéine DnaJ-Fer,
contenant aussi un domaine Dnal et connue pour interagir avec DnaK) avaient été acquises par
transfert horizontal de géne depuis des bactéries. Au moins deux évenements indépendants de
transferts ont été observés, un vers les Halobacteriales et les Nanohaloarchaea et un autre vers

d’autres euryarchées. Elles ont ensuite été transférées plusieurs fois au sein des archées. C'est le cas
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chez les Thaumarchaeota, qui auraient acquis ce systéme depuis d’autres archées (euryarchées),
méme si le donneur exact n’a pas pu étre identifié. Paralléelement, nous avons aussi mis en évidence
que la protéine DnalJ-Fer était issue, chez les Thaumarchaeota, d’un transfert depuis les
Viridiplantae, celles-ci ayant acquis au moins le domaine ferredoxine depuis des cyanobactéries lors
de I’endosymbiose chloroplastique. Le domaine dnal ne semble pas avoir la méme origine chez les
Viridiplantae et chez les Thaumarchaeota mais ’origine commune du domaine ferredoxine nous
incite & penser que la protéine a été transférée déja fusionnée et qu’un remplacement homologue
entre deux domaine dnal s’est produit chez les thaumarchées. La répartition taxonomique du
systeme DnaK-GrpE-DnaJ et DnalJ-Fer et leur fonction cellulaire nous ont amenés a proposer que
ces quatre protéines étaient peut-étre impliquées dans 1’adaptation a la mésophilie chez les archées

et particulierement chez les thaumarchées.

Cette étude a fait 1’objet de la publication « Horizontal gene transfer of a chloroplast DnaJ-
Fer protein to Thaumarchaeota and the evolutionary history of the DnaK chaperone system in
Archaea » (Petitjean, Moreira, Lopez-Garcia, Brochier-Armanet) dans le journal BMC Evolutionary
Biology (Petitjean et al. 2012).
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Chapitre 3 : Répartition taxonomique et histoire évolutive des protéines d'archées : exemple du
systeme chaperonne DnaK et de la protéine DnaJ-Fer.

B. Manuscrit de I'article 3 : « Horizontal gene transfer of a chloroplast Dnal-Fer
protein to Thaumarchaeota and the evolutionary history of the DnakK
chaperone system in Archaea »
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Abstract

Archaeplastida and Thaumarchaeota.

Horizontal gene transfer, Mesophily

Background: In 2004, we discovered an atypical protein in metagenomic data from marine thaumarchaeotal
species. This protein, referred as DnaJ-Fer, is composed of a J domain fused to a Ferredoxin (Fer) domain.
Surprisingly, the same protein was also found in Viridiplantae (green algae and land plants). Because J
domain-containing proteins are known to interact with the major chaperone DnaK/Hsp70, this suggested that a
DnaK protein was present in Thaumarchaeota. DnaK/Hsp70, its co-chaperone Dnal and the nucleotide exchange
factor GrpE are involved, among others, in heat shocks and heavy metal cellular stress responses.

Results: Using phylogenomic approaches we have investigated the evolutionary history of the DnaJ-Fer protein
and of interacting proteins DnakK, DnaJ and GrpE in Thaumarchaeota. These proteins have very complex histories,
involving several inter-domain horizontal gene transfers (HGTs) to explain the contemporary distribution of these
proteins in archaea. These transfers include one from Cyanobacteria to Viridiplantae and one from Viridiplantae to
Thaumarchaeota for the DnaJ-Fer protein, as well as independent HGTs from Bacteria to mesophilic archaea for the
DnaK/Dnal/GrpE system, followed by HGTs among mesophilic and thermophilic archaea.

Conclusions: We highlight the chimerical origin of the set of proteins DnaK, Dnal, GrpE and DnaJ-Fer in
Thaumarchaeota and suggest that the HGT of these proteins has played an important role in the adaptation of
several archaeal groups to mesophilic and thermophilic environments from hyperthermophilic ancestors. Finally, the
evolutionary history of DnaJ-Fer provides information useful for the relative dating of the diversification of

Keywords: Dnal/Hsp40, DnaK/Hsp70, Hyperthermophily, Archaeplastida, Phylogeny, Archaea, Thaumarchaeota,

Background

The 70 kD heat shock proteins (called DnaK in bacteria
and Hsp70 in eukaryotes) form a large family of molecu-
lar chaperones upregulated in cells suffering various
stresses, including heat shocks and heavy metal exposure
[1,2]. In addition, these proteins play a major role during
protein synthesis by binding to the nascent peptides
exiting the ribosome in order to prevent their aggrega-
tion and facilitating their folding in the optimal func-
tional conformation [3]. During the interaction with the

* Correspondence: celine.brochier-armanet@univ-lyon1 fr

3CNRS, UMR5558, Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive, Université
de Lyon, Université Lyon 1, 43 boulevard du 11 novembre 1918, 69622,
Villeurbanne, France

Full list of author information is available at the end of the article

( BioMVed Central

partially synthesized peptides, DnaK/Hsp70 increases its
ATPase activity [3]. This chaperone has two main part-
ners: the J-proteins [4,5] and the nucleotide exchange fac-
tor, called GrpE in bacteria (or Mgel [6] in mitochondria
and Cgel [7] in chloroplasts) and Bag-1, a eukaryotic
functional analogue of GrpE [8]. The nucleotide exchange
factor promotes the exchange of ADP to fresh ATP in the
nucleotide-binding region of DnaK/Hsp70, whereas the
J-proteins stimulate the ATPase activity in order to
stabilize the interaction of DnaK with unfolded proteins
[5,9,10]. The J-proteins form a large family of proteins,
which are structurally and functionally diverse but all have
the capacity to interact with DnaK/Hsp70 through their
J-domain [4,11]. Among them, DnaJ/Hsp40 proteins form
the largest subfamily [12]. They control the flux of unfolded

© 2012 Petitjean et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
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polypeptides into and out of the substrate-binding domain
of DnaK/Hsp70 [9,11].

DnaK proteins are widespread, being encoded by a sin-
gle gene in most bacterial genomes, whereas most
eukaryotic genomes harbor several Hsp70 genes that
may have diverse evolutionary origins [1,13,14]. For ex-
ample, in the green alga Chlamydomonas reinhardtii,
five Hsp70 copies are present, all them encoded in the
nuclear genome despite being targeted in diverse cellular
compartments: three of them most likely originated by
duplications from an ancestral eukaryotic gene (one
expressed in the cytoplasm and two in the endoplasmic
reticulum); one has a mitochondrial origin and is
exported into the mitochondria, whereas the latter origi-
nated from the chloroplast endosymbiosis and is tar-
geted into the chloroplast [15]. In contrast with Dnak,
the J-proteins are encoded in multiple copies in bacterial
genomes [9]. This is also the case in eukaryotes, where
they work in the different cell compartments in associ-
ation with the Hsp70 proteins cited above [9,11]. Finally,
the nucleotide exchange factor GrpE is present in one
copy in most of bacterial genomes, whereas the
eukaryotic Mgel, Cgel and Bag-1 are encoded in the
nucleus but addressed to the mitochondria, chloroplasts,
and to the nucleus and the cytoplasm, respectively [7,8].

The presence of DnaK, DnaJ and GrpE has been
reported in several archaeal genomes [16], more pre-
cisely in several euryarchaeota but never in crenarch-
aeotal species. The best studied case concerns DnaK.
A phylogenetic analysis by Gribaldo and coworkers
suggested that this protein was acquired by several ar-
chaea by horizontal gene transfer (HGT) from differ-
ent bacterial donors [17]. These authors observed
three different groups of archaeal DnaK sequences
branching specifically with certain bacterial homolo-
gues. More precisely, Methanosarcina mazei (Metha-
nosarcinales) was related to the Clostridium group of
Firmicutes (low G+C Gram positive bacteria), Halo-
bacterium cutirubrum and Halobacterium wmarismor-
tui (Halobacteriales) to the Actinobacteria (high G+C
Gram positive bacteria), whereas Methanobacterium
thermautotrophicum (Methanobacteriales) and Ther-
moplasma acidophilum (Thermoplasmatales) branched
with Thermotoga maritima (Thermotogales) [17].
More recently, Macario et al. (2006) studied in vari-
ous bacteria and archaea the taxonomic distribution
and the phylogeny not only of DnaK but also of GrpE
and DnaJ. They showed that the genes coding for
these three proteins were clustered in most of the
genomes examined [16]. They also confirmed the
results of Gribaldo et al. (1999), i.e. the likely exist-
ence of three HGT events from bacteria to archaea.
However, they proposed a more complex scenario
where the DnaK/DnaJ/GrpE cluster was first acquired
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from a bacterial donor by the ancestor of the Euryarch-
aeota, then lost in Methanococcales and in the common
ancestor of Archaeoglobales, Halobacteriales and Metha-
nosarcinales, and finally reacquired independently by
Halobacteriales and Methanosarcinales from Actinobac-
teria and from Firmicutes, respectively [16]. Worth noting,
in these two studies, none of the three proteins was
detected in hyperthermophilic archaea.

In addition to these relatively well-characterized cha-
perones and co-chaperones, the study of a genomic frag-
ment of an uncultured deep marine archaeon from an
environmental DNA fosmid library revealed a very un-
usual J-protein, referred as DnaJ-Fer, composed of a J-
domain fused with a Ferredoxin (Fer) domain [18]. The
phylogenetic analysis of a 16S rRNA gene also found in
this genomic fragment showed that it belonged to a
member of the Thaumarchaeota, more precisely in the
Lla subgroup. These archaea, formerly classified as
Group I, a sublineage of Crenarchaeota [19,20], have
been recently proposed to represent a third phylum of
Archaea together with the Euryarchaeota and Crenarch-
aeota [21]. Thaumarchaeota are widespread in many
environments, including marine and freshwater, soil and
sediment [22,23]. Surprisingly, the presence of Dna]J-Fer
proteins has also been reported in Viridiplantae (includ-
ing green algae and plants), with three homologues
(CDJ3, 4 and 5) in C. reinhardtii [24]. These proteins are
localized in the chloroplast of this green alga where they
interact with the chloroplast Hsp70B and Cgel proteins.
However, the precise function of these DnaJ-Fer proteins
in C. reinhardtii remains to be elucidated. According to
the location and the nature of its partners, it would be
tempting to hypothesize a cyanobacterial origin of the
DnaJ-Fer protein. However, no homologue has been
detected in Cyanobacteria [24].

Two hypotheses can explain the unexpected taxo-
nomic distribution of the DnaJ-Fer protein in Thau-
marchaeota and Viridiplantae: either two independent
and convergent fusions of the two protein domains oc-
curred in these two distantly related lineages, or a single
fusion occurred in one of them followed by a HGT to
the other lineage [24]. In this work, we have taken ad-
vantage of the recent burst of available archaeal
complete genome sequences [25], including representa-
tives of new major lineages such as the Thaumarchaeota,
ARMAN or Nanohaloarchaeales, to decipher the evolu-
tionary history of DnaK and its co-chaperones in Ar-
chaea, with especial attention on the intriguing DnaJ-Fer
protein. Our results support a complex scenario in
which HGT appears to have played an important role. In
addition to other cases of HGT, Thaumarchaeota appear
to have most likely acquired their DnaK, co-chaperones
and DnaJ-Fer proteins by independent HGTs from mul-
tiple donors, including other archaea and plants.
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Results

DnaJ-Fer proteins are widespread in viridiplantae and
thaumarchaeota

We carried out an intensive survey of public sequence
databases to find that DnaJ-Fer homologues are present
in all Viridiplantae (green algae and land plants) for
which complete genome sequences were available. In
contrast, we did not detect them in Rhodophyta and
Glaucophyta, the two other lineages composing the
Plantae or Archaeplastida eukaryotic supergroup [26].
However, due to the scarcity of sequence data from
these two lineages, we can not exclude the future discov-
ery of DnaJ-Fer in some species belonging to them. In
addition to green algae and land plants, DnaJ-Fer homolo-
gues were detected in the four available complete genomes
of Thaumarchaeota (Additional file 1): Cenarchaeum sym-
biosum (a sponge symbiont) [27], the planktonic Nitroso-
pumilus maritimus (the first isolated thaumarchaeote)
[28] and its two close relatives ‘Candidatus (Ca.) Nitro-
soarchaeum limnia SFB1’ [29] and in ‘Ca. Nitrosoarch-
aeum koreensis MY1' [30] which live in low salinity
sediments and in the soil rhizosphere, respectively, as well
as in several environmental fosmid sequences, all likely
members of the mesophilic group I.1a. The protein was
also present in Nitrososphaera viennensis (Schleper and
Spang, personal communication) and ‘Ca. Nitrososphaera
gargensis’ [31], two moderate thermophilic representatives
of the group L.1b. In contrast, it was absent in the thermo-
philic species ‘Ca. Nitrosocaldus yellowstonii, a represen-
tative of the more distant Hot Water Crenarchaeotic
Group (HWCG) III (de la Torre, personal communica-
tion), and in ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’ [32], a
representative of the ‘Aigarchaeota’ (formerly group
HWCG I) which seems to be either the sister group of
Thaumarchaeota or a deeply branching thaumarchaeotal
lineage [22].

The ] and Fer domains are two small domains (less
than 100 amino acids) well conserved in the plant and
thaumarchaeotal DnaJ-Fer sequences. The Fer domain
was characterized by an amino acid motif CXXCXXC
observed in all those sequences except in ‘Ca. N. gargen-
sis’ and N. viennensis, where the motif was CXXFXXC.
Contrasting with the conservation of these two domains,
we observed different sequence organizations of the
Dna]J-Fer proteins in the Viridiplantae and in the Thau-
marchaeota (Figure 1). In Viridiplantae, an N-terminal
chloroplast signal region preceded the ] and the Fer
domains, and the protein ended with a long C-terminal
region (up to 150 amino acids) of unknown function. In
Thaumarchaeota, these N- and C-terminal regions were
absent, but an inter-domain region (ranging between 54
and 92 amino acids) was present between the J and the
Fer domains. This region was well conserved in N. mari-
timus, C. symbiosum, ‘Ca. Nitrosoarchaeum limnia SFB1,
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Viridiplantae
C. reinhardltii: cDJ5 XP_001700843: 383 aa

C. reinhardltii: cbJ4 XP_001699768: 358 aa

C. reinhardltii: CDJ3 XP_001700257: 325 aa

T

Thaumarchaeota
Group l.1a: N. maritimus: XP_001582358: 223 aa

-1

Group I.1b: N. gargensis: YP_006864104: 193 aa

-1

50 aa

- J-domain

3 N-terminal chloroplast-targeting signal

D Ferredoxin domain

Figure 1 Structural organisation of the DnaJ-Fer proteins. The
organisation of the DnaJ-Fer is shown for the three homologues
found in Chamydomonas reinhardtii (Viridiplantae) and for the single
protein present in Nitrosopumilus maritimus and ‘Ca. Nitrososphaera
gargensis’ (Thaumarchaeota Groups I.1a and 1.1b, respectively).

‘Ca. Nitrosoarchaeum koreensis MY1” and the fosmids
found in the environmental database (all belonging to
the group I.1a), but was divergent and shorter (54 amino
acids) in the sequences of ‘N. gargensis’ and N. viennen-
sis, the two representatives of group L.1b. The presence
of this variable central region suggested that its role is
probably structural and not functional in Thaumarch-
aeota. By contrast, much shorter or no central regions
were present between the two domains in the plant
sequences.

The taxonomic distribution of the DnalJ-Fer protein

results from an ancient HGT

Maximum likelihood (ML) analyses and Bayesian inference
(BI) of the DnaJ-Fer alignment revealed three monophyletic
groups (Figure 2). Two corresponded to Viridiplantae (ML
bootstrap values (BV) = 71% and 52%, and BI posterior
probabilities (PP) = 0.98 and 0.78, respectively) whereas the
third gathered the thaumarchaeotal sequences (BV = 100%
and PP = 1.00). Interestingly, the relationships among
sequences within each of these groups were in agreement
with the accepted species phylogeny and relatively well sup-
ported despite the small number positions (127 amino
acids) kept for the phylogenetic analysis. More precisely,
the dichotomy between group Lla and group I.1b Thau-
marchaeota was well supported (BV = 96% and PP = 1.00).
The relationships among the green algae and land plant
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sequences were more complex since there were several
copies of this protein in these species, most likely resulting
from duplication events. A first duplication occurred al-
most certainly in the ancestor of Viridiplantae, leading to
the two paralogues present in green algae and land plants.
This event was followed by additional duplication events at
the origin of the multiple copies of paralogues 1 and 2
observed in the viridiplantae lineages (Figure 2).

Phylogeny results indicated that the ancestor of thau-
marchaeotal groups I.1a and I.1b already harboured the
DnaJ-Fer gene and that the ancestor of Viridiplantae had
two copies. If the unusual taxonomic distribution of
DnaJ-Fer proteins was indicative of an HGT between
Thaumarchaeota and Viridiplantae, the inferred phyloge-
nies suggested that this HGT took place before the di-
versification of these two major lineages and was
therefore relatively ancient (event 3 on Figure 3A). How-
ever, due to the lack of any suitable outgroup (no other
lineage contained the Dna]J-Fer protein) it was not possible

to determine the precise evolutionary origin of the Dna]J-
Fer gene and the direction of the HGT between
Thaumarchaeota and Viridiplantae. To tackle this issue
we carried out phylogenetic analyses of the ] and Fer
domains separately. Indeed, although the association
between these two domains is specific of Thaumarchaeota
and Viridiplantae, each domain is widely distributed in
present day organisms, opening the possibility to recon-
struct rooted phylogenies for each of them.

The J and Fer domains have two different evolutionary
origins

As expected because of the small number of conserved
sequence positions, the ML phylogeny of the Fer domain
was largely unresolved (data not shown). Nevertheless,
the Fer domain of the DnaJ-Fer proteins of Viridiplantae
and Thaumarchaeota branched within a single cluster,
which also contained various bacterial and archaeal
sequences. To improve the resolution of the phylogenetic
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relationships between these sequences, we carried out an
analysis of the sequences composing this cluster and close
relatives using several more distantly related sequences as
outgroup. The resulting ML tree supported the grouping of
thaumarchaeotal and viridiplantae sequences (BV = 77%
and PP = 0.99, Figure 4A), indicating that the Fer domain
of the DnaJ-Fer proteins had a single origin and, most
likely, that a HGT event occurred between these two dis-
tant lineages. Interestingly, Fer domains from cyanobacter-
ial and stramenopile species branched in the same cluster
(Figure 4A). Stramenopiles are eukaryotes that acquired a
chloroplast secondarily from Rhodophyta [33]. Therefore,
the grouping of viridiplantae, stramenopile and cyanobac-
terial sequences strongly suggested a cyanobacterial origin
of the Fer domain in these two eukaryotic photosynthetic
lineages, even if the sequences of the photosynthetic eukar-
yotes did not appear nested within the cyanobacterial
sequences. In fact, this was likely due to a poor resolution
of the phylogenetic tree, which is frequent in similar studies

of proteins of cyanobacterial origin, where most often only
a sister-grouping of cyanobacteria and plant sequences is
observed in phylogenetic trees [34]. The hypothesis of an
HGT from plants to cyanobacteria can be discarded be-
cause the protein is present in Gloeobacter, which is a
deeply branching cyanobacterial lineage that has diverged
before the chloroplastic endosymbiosis and, consequently,
before the origin of plants [35]. The HGT of the Fer do-
main from cyanobacteria to plants is also strongly sup-
ported by the functional data showing that the DnaJ-Fer
protein is targeted to the chloroplast in the green alga
Chlamydomonas [24]. It is important to notice that, in con-
trast with the two-domain Dna]J-Fer proteins of Viridiplantae
and Thaumarchaeota, the stramenopile and cyanobacterial
proteins were composed uniquely of the Fer domain. Thus,
the association between the J and the Fer domains probably
occurred in the Viridiplantae lineage after the divergence of
the present-day three main Archaeplastida phyla (i.e., Viri-
diplantae, Rhodophyta and Glaucophyta) but prior to the
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Figure 4 Unrooted ML trees of the Fer and J domains. The ML tree of the Fer domain (A) was inferred with 52 sequences and 41 positions,
whereas 55 sequences and 40 positions were kept to reconstruct the J domain tree (B). The two trees were inferred with TreeFinder (LG model).
Numbers at nodes represent bootstrap values and Bayesian posterior probabilities computed with TreeFinder and PhyloBayes, respectively (only
values >50% and 0.5 are shown, dashes indicate that the corresponding support is inferior to the threshold, whereas when both supports are
inferior to the thresholds no support values are indicated). The scale bars represent the average number of substitutions per site. For clarity, the
sequences relevant for the understanding of the history of DnaJ-Fer proteins have been coloured according to their taxonomy.

internal diversification of Viridiplantae (Figure 3A). This
phylogeny also supported that the ancestor of the thau-
marchaeotal groups I.1a and L.1b acquired secondarily the
DnaJ-Fer protein from an ancestor of present-day Viridi-
plantae (Figure 3A). Another possibility would be that Viri-
diplantae and Cyanobacteria acquired their Fer domain
from Thaumarchaeota. This would imply two HGT events,
one from Thaumarchaeota to Cyanobacteria and a second
one from Cyanobacteria to photosynthetic eukaryotes
through the chloroplast endosymbiosis. In addition, that
hypothesis would also imply the dissociation of the Fer and
J domains in Cyanobacteria and their reassociation in the
Viridiplantae lineage. Therefore, this scenario would require
two HGTs as well as two independent associations and one
split between the ] and Fer domains, what is less parsimoni-
ous than the previous one that only requires one associ-
ation and two HGT events.

Although poorly resolved as in the case of the phylogeny
of the Fer domain, the phylogeny of the entire data set of |
domain sequences yielded a very different picture. In fact,
Viridiplantae and Thaumarchaeota did not cluster to-
gether, which was confirmed by a second analysis based
on a more restricted sequence sampling. The ] domains
from the DnaJ-Fer proteins formed three distinct groups
(indicated by colours in Figure 4B) scattered among ]
domain sequences of very different origins (bacterial,
eukaryotic and archaeal) and being part of very diverse
multidomain proteins. One group contained the ] domains
from Viridiplantae DnaJ-Fer proteins, another contained
those from the group L1b Thaumarchaeota (ie., ‘Ca. N.
gargensis’ and N. viennensis), whereas group Lla Thau-
marchaeota emerged in another part of the tree
(Figure 4B). This separation in three groups suggested that
the ] domains of the DnaJ-Fer proteins have different ori-
gins. However, this could be due just to the overall poor
resolution of the trees. Thus, to discriminate between these
two hypotheses (i.e. different origins or lack of phylogenetic
signal) we compared the topology of the ML tree with AU
tests against four constrained topologies reflecting alterna-
tive scenarios for the origin of the DnaJ domain contained
in the Dna]J-Fer proteins: 1) the grouping of the ] domains
of the DnaJ-Fer proteins of the two groups of Thaumarch-
aeota I.1a and L.1b (Topology 2); 2) the monophyly of these
sequences plus the ] domains of the DnaJ-Fer proteins of
the Viridiplantae (Topology 3); 3) the monophyly of group
I.1a Thaumarchaeota and Viridiplantae DnaJ-Fer ] domains

(Topology 4); and 4) the monophyly of group L1b Thau-
marchaeota and Viridiplantae DnaJ-Fer ] domains (Top-
ology 5) (Table 1), the other nodes remaining unchanged.
The five topologies were used for the AU test with the
alignment of ] domain sequences used for the inference of
the initial topology (Topology 1). All the four alternative
topologies were significantly rejected (p<0.05, Table 1),
which indicated that the ] domains found in the DnaJ-Fer
proteins probably have three independent evolutionary
origins.

To reconcile this observation with those from the Fer
domain (see above), the most parsimonious hypothesis
would be that homologous replacements of the ] domain
occurred twice in Thaumarchaeota after their acquisition
of the DnaJ-Fer protein from Viridiplantae (Figure 4B).
Such independent homologous replacements could also
explain the structural differences observed between the
sequences of Viridiplantae and Thaumarchaeota, namely
the presence of different central regions separating the |
and the Fer domains (large in group I.la Thaumarch-
aeota, short in group I.1b Thaumarchaeota, and its ab-
sence in Viridiplantae, see above).

The complex evolutionary history of the DnaK/Dnal/GrpE
system in Archaea

Two of the three DnaJ-Fer proteins of C. reinhardtii
(CDJ3 and CDJ4) have been shown to interact with the
chloroplast Hsp70B proteins [24]. These proteins to-
gether with their partners, the co-chaperone DnaJ and
the nucleotide exchange factor GrpE, are widely distrib-
uted in eukaryotes and also in bacteria (where they are
encoded in a gene cluster). In contrast, in Archaea, they
were initially reported only in lineages of mesophilic and
thermophilic euryarchaeota [16,17]. However, at that
time the available complete genome sequences were far
from covering the whole diversity of the archaeal phyla
[25] and many major lineages were not represented. Our
survey of about a hundred archaeal genomes now available
allowed us confirming the presence of the three genes in
all members of the lineages where they were initially
reported (Methanobacteriales, Thermoplasmatales, Halo-
bacteriales and Methanosarcinales, Additional file 1)
[16,17]. In addition, we also found them in many other
major lineages, such as Thaumarchaeota, ‘Aigarchaeota;
ARMAN group, DHEV2 group, Nanohaloarchaeales,
Methanomicrobiales, and Methanocellales (Additional file 1:
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Table S1). This increased considerably the diversity of ar-
chaea harboring the DnaK system. Worth noting, all these
archaea were either mesophilic or thermophilic organisms,
underlying the absence of the DnaK/DnaJ/GrpE system in
hyperthermophilic archaea. In fact, to the noticeable excep-
tion of mesophilic Methanococcales for which we identified
DnaK and GrpE homologues only in Methanococcus van-
nielii SB, which were not included in our phylogenetic trees
because of their extreme sequence divergence, all mesophi-
lic and thermophilic archaea encoded these three genes
and, in most of these archaeal genomes, the three genes
were clustered together as occurs in Bacteria (Additional
file 1).

In agreement with previous studies [13,14,16,17] our
phylogenetic analysis of a subset of 136 sequences represen-
tative of the genetic diversity of bacterial, archaeal and
eukaryotic DnaK/Hsp70 sequences from complete genomes
supported a clear separation between eukaryotic and pro-
karyotic sequences (BV = 100% and PP = 1.00), and the
grouping of mitochondrial and chloroplast sequences with
Alphaproteobacteria (BV < 50% and PP < 0.50) and Cyano-
bacteria (BV = 60% and PP = 1.00), respectively (Additional
file 2). By contrast, bacterial and archaeal sequences did not
form two separated monophyletic groups but appeared in-
tricately mixed, suggesting that HGT occurred between
these two domains of life. To increase the resolution of the
evolutionary relationships among prokaryotic DnaK pro-
teins, we reanalysed this dataset after removing the
eukaryotic sequences (Figure 5). The monophyly of most
bacterial phyla was recovered, often with strong statistical
support: Aquificae (BV = 100%; PP = 1.00); Cyanobacteria
(BV = 81%; PP = 1.00, a second copy that groups with
Deinococcus/Thermus exists in some Cyanobacteria); Acti-
nobacteria (BV = 100%; PP = 1.00); Thermotogae (BV =
100%; PP = 1.00); Dictyoglomi (BV = 100%; PP = 1.00);
Deinococcus/Thermus (BV = 98%; PP = 0.82); Spirochaetes
(BV = 58%; PP = 0.68); Chlamydiae and Verrucomicrobia
(BV < 50%; PP = 0.78); Alpha-, Beta-, Gamma-, Deltapro-
teobacteria (BV < 50%; PP = 1.00). Similarly, the monophyly
of most archaeal orders and classes harbouring a DnaK
gene was recovered with high support: Halobacteria and
Nanohaloarchaea (BV = 100% ; PP = 1.00); Methanosarci-
nales (except Methanosaeta thermophila, BV = 100%;
PP = 1.00); Methanomicrobiales (BV = 100%; PP = 1.00);
Methanobacteriales (BV = 100%; PP = 1.00); Methanocel-
lales (BV = 100%; PP = 1.00); ARMAN (BV = 52%;
PP = 1.00); Thermoplasmatales (BV = 100%; PP = 1.00) to-
gether with Aciduliprofundum boonei (BV = 88%;
PP = 1.00) and Thaumarchaeota (BV = 95%; PP = 1.00).
This indicated the ancestral presence of DnaK in these
groups (i.e. prior to their diversification) and that very few
HGTs among them occurred after their diversification.

As in most molecular phylogenies, the relationships
among bacterial phyla remained mostly unresolved
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(BV < 50% and PP < 0.95, Figure 5). However, the ances-
tral presence of DnaK in most of them suggested that this
protein was present in the last common ancestor of bac-
teria. By contrast, the relationships among archaeal orders
and classes were well resolved but in strong contradiction
with the reference species phylogeny of this domain [25].
To assess the robustness of this contradiction, we tested if
the reference archaeal phylogeny was significantly rejected
by the archaeal DnaK dataset. For that, the archaeal rela-
tionships observed in the DnaK ML tree were compared
to those of the archaeal species reference phylogeny [25].
The AU test indicated that the DnaK dataset strongly
rejected the reference phylogeny (p = 0.0). In agreement
with previous proposals [16,17], this supported the hy-
pothesis that DnaK was not present in the ancestor of Ar-
chaea and that it was acquired secondarily by some
members of this domain by HGT from bacteria. A careful
examination of the DnaK trees suggested that at least two
independent inter-domain HGT events occurred: one
to the ancestor of Halobacteria and Nanohaloarchaea
and another to the ancestor of Class II methanogens
(i.e., Methanosarcinales, Methanomicrobiales and Metha-
nocellales [25]). However, the phylogeny of DnaK was not
resolved enough to determine without ambiguities the
bacterial donors at the origin of these HGT even if, as pre-
viously proposed [17], Firmicutes may be a possible donor
in the case of the HGT to methanogenic archaea. The ini-
tial acquisitions were probably followed by secondary
HGTs to and among Methanobacteriales, ARMAN, Ther-
moplasmatales + DHEV2, ‘Ca. Caldiarchaeum subterra-
neum’ and Thaumarchaeota. Worth noting, the two latter
lineages did not form a monophyletic group (Figure 5), in
contradiction with the expected species phylogeny [25].
This suggests two independent acquisitions of the gene
coding for DnaK from two different euryarchaeotal
donors, but the statistical support for the corresponding
branches are too low to reach a definitive conclusion.
Interestingly, if inter-domain HGTs from Bacteria to Ar-
chaea were clearly supported by our analyses, at least one
HGT occurred in the opposite direction. This concerned
the DnaK of Elusimicrobium minutum (Class Elusimicro-
bia, previously referred as Termite Group 1), which was
nested among archaeal sequences with strong support
(Figure 5). This ultramicrobacterium was isolated from
humivorous beetle larvae and some close relatives have
been detected in gut or faeces of termites, cockroaches,
and mammals such as chimpanzee, horses or cows [36],
environments that are also inhabited by diverse methano-
genic archaea. Accordingly, HGT among those microor-
ganisms is not unexpected.

The phylogenies of GrpE and DnaJ were less resolved
than that of Dnak, in particular for the deepest nodes
(Additional file 3 and Additional file 4), as expected
from the smaller number of conserved positions that
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Table 1 AU tests of scenarios for the origin of the J domain contained in DnaJ-Fer proteins

Topology Scenario p-value
1 Viridiplantae, Group I.1a and Group I.1b not monophyletic 0.991

2 Group I.1a and Group I.1Tb monophyletic 0

3 Viridiplantae, Group I.1a, and Group I.1b monophyletic 0

4 Viridiplantae and Group I.1a monophyletic 0

5 Viridiplantae and Group I.1b monophyletic 0.022

could be kept for phylogenetic analyses (105 and 227
positions, respectively). However, despite the weaker sig-
nal, most of the monophyletic groups observed in the
DnaK trees were also recovered in the GrpE and DnaJ
phylogenies, which suggested that the three proteins
have undergone similar evolutionary histories. This
agreed with the fact that the corresponding genes are clus-
tered in most prokaryotic genomes (Additional file 1).

Discussion

The unexpected discovery eight years ago of an atypical
protein composed of Ferredoxin domain associated to a
J domain in the marine archaeal fosmid EC-39 led to the
proposal that Thaumarchaeota should have a DnaK pro-
tein [18]. This prediction was confirmed a few years later
after the identification of genes coding for the Dnak/
DnaJ/GrpE system in complete genome sequences of
representatives of this phylum [37]. Our phylogenomic
analysis showed that the DnaJ-Fer and the DnaK/DnaJ/
GrpE proteins have two different origins in this archaeal
phylum. The thaumarchaeotal Dna]J-Fer protein resulted
from a complex history involving at least two inter-
domain HGTs: from Cyanobacteria to Viridiplantae and
then from Viridiplantae to Thaumarchaeota, in addition
to two independent replacements of the original viridi-
plantae ] domain by ] domains of unknown bacterial origin
during the diversification of Thaumarchaeota (Figure 3B).
By contrast, the phylogenetic analysis of the DnaK, Dna]
and GrpE proteins suggested that these proteins were
acquired by the ancestor of Thaumarchaeota by HGT from
an unidentified euryarchaeotal donor. The thaumarchaeotal
DnaK/DnaJ/GrpE and DnaJ-Fer form therefore a complex
chimera, mixing components from bacterial, euryarchaeotal
and eukaryotic origin. Identifying the precise functional role
of these proteins in Thaumarchaeota will require further
investigation.

Due to its large distribution in present day organisms,
DnaK was initially proposed as a good phylogenetic mar-
ker to infer ancient phylogenies and, more precisely, to
decipher the relationships among the three domains of
life and their main phyla [38-40]. In particular, the pres-
ence of a 23 amino acids deletion shared by Actinobac-
teria and Firmicutes (referred as Monoderma) and
Archaea, but not by Gram negative bacteria (referred as
Diderma) and Eucarya was interpreted as the evidence

that Archaea derived from Gram positive bacteria [38],
dismissing the hypothesis of inter-domain HGT. How-
ever, the phylogenetic analysis of DnaK (and of its two
partners DnaJ and GrpE) showed later that the evolu-
tionary history of these proteins has been largely affected
by HGT. In particular, the strong discrepancies observed
between the phylogeny of archaeal DnaK and the species
tree indicates that multiple HGTs are responsible of the
taxonomic distribution of DnaK in Archaea [17,41].
Thus, the deletion detected by Gupta (which now has
been shown to be present also in Thermotogae, Dictyo-
glomi and Fusobacteria) should not be interpreted as
relevant for species phylogeny but just as a strong signa-
ture for the gene transfers mentioned above. Therefore,
DnaK appears not to be a reliable marker to infer an-
cient evolutionary relationships, as already suggested in
previous works [41].

Phylogenetic and molecular analyses have shown that
adaptation to mesophily occurred several times independ-
ently during the diversification of Archaea [22,42,43].
Because, DnaK is an important heat shock chaperone
involved, among others, in thermal stresses [1], we have
postulated previously that its acquisition could have help
for the adaptation of archaeal hyperthermophiles to meso-
philic environments [18]. Strengthening this hypothesis,
DnaK, DnaJ and GrpE are found only in thermophilic and
mesophilic archaea which have acquired these genes several
times independently, either from bacteria through inter-
domain HGTs or from archaea already adapted to mesophi-
lic environments. However, the acquisition of DnaK cannot
be considered as obligatory for that adaptation. For ex-
ample, in the case of Methanococcales, we identified an
atypical DnaK gene in Methanococcus vannielii SB, but we
did not detect it in other mesophilic members of this
archaeal order. This illustrated the fact that additional con-
tributing factors, such as protein amino acid composition,
are surely important to determine the optimal growth
temperature of microorganisms. For instance, always
among the Methanococcales, the mesophilic Methanococ-
cus maripaludis has been shown to harbour amino acid sig-
natures typical of thermophilic or hyperthermophilic
organisms [44], making tempting to speculate that the pro-
teins of this archaeon are intrinsically resistant to heat
shocks and, thus, that heat shock chaperones are dispens-
able in this organism.
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(See figure on previous page.)

Figure 5 Unrooted ML tree of the DnaK protein. The tree was inferred with TreeFinder with the LG + 4 model (107 sequences and 444 positions).
Numbers at nodes represent bootstrap values (100 replicates of the original alignment) and Bayesian posterior probabilities computed with TreeFinder
and MrBayes, respectively (only values >50% and 0.5 are shown, dashes indicate that the corresponding support is inferior to the threshold, whereas
when both supports are inferior to the thresholds no support values are indicated). The scale bar represents the average number of substitutions per site.

Beside those aspects, the evolutionary history of the
DnaJ-Fer protein provided an interesting temporal land-
mark between the Eucarya and Archaea domains. Indeed,
the association between the Fer and the ] domains com-
posing this protein very likely occurred in an ancestor of
the Viridiplantae, before their diversification but after their
divergence from the two other Archaeplastida lineages
(i.e. the Glaucophyta and the Rhodophyta, which do not
have this fused protein) (Figure 3A). Then, the resulting
gene was transferred to the ancestor of Thaumarchaeota
groups L.1a and L.1b (Figure 3B), more precisely before the
divergence of these two lineages but likely after their sep-
aration from the HWCG III group (Figure 3A). This indi-
cated that the divergence of the groups I.1a and L.1b is
more recent than the divergence between Viridiplantae
and the two other Archaeplastida lineages but more an-
cient than the diversification of Viridiplantae. This illus-
trates how HGTSs can be useful to date evolutionary events
relatively against each other [45]. According to fossil rec-
ord and molecular dating estimates, the divergence of Vir-
idiplantae from the two other Archaeplastida lineages
occurred ~950 million years ago whereas the diversifica-
tion of Viridiplantae started ~750 million years ago [46].
The HGT from Viridiplantae to Thaumarchaeota occurred
most likely during this time window, so the divergence of
the groups I.1a and I.1b Thaumarchaeota and their diver-
sification could be less than ~950 million years old.

Conclusions

Phylogenomic analysis supports that the proteins Dnak,
DnaJ, GrpE and DnaJ-Fer have a chimerical origin in
Thaumarchaeota, which acquired them by HGT from
different donors, including bacterial and eukaryotic spe-
cies. Similar HGT events have occurred independently
in other archaeal groups. This suggests that the acquisi-
tion of these proteins has probably played an important
role in the convergent adaptation of these archaea to meso-
philic and thermophilic lifestyles from their hyperthermo-
philic ancestors. In addition, these HGT events can be used
as markers for the relative dating of the diversification of
donor and acceptor groups as, for example, the Thau-
marchaeota, which have received their DnaJ-Fer protein
from Archaeplastida.

Methods

Dataset assembly

The DnaJ-Fer protein homologues were retrieved from
the non-redundant (nr) and the environmental databases

at the NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) with the BlastP
program (default parameters) [47] using as seeds the
Dna]-Fer protein from the uncultured archaeon DeepAnt-
EC39 fosmid (AY316120.1), and the sequences of Chlamy-
domonas reinhardtii CDJ]3, 4 and 5 (XP_001700257.1,
XP_001699768.1 and XP_001700843.1 respectively). The
Dna]J-Fer sequence from Nitrososphaera viennensis was
kindly provided by C. Schleper and A. Spang. To ensure
the exhaustive retrieval of eukaryote sequences we queried
EST and ongoing genome project databases: the JGI
(http://genome.jgi-psf.org/) for Ostreococcus sp. RCC809,
Emiliania huxleyi, Chlorella vulgaris and Chlorella sp.
NC64A; the TIGR (http://plantta.jcviorg/) for Pinus
taeda; the Cyanidioschyzon merolae Genome Project
(http://merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp/), and the Galdieria
sulphuraria Genome Project (http://genomics.msu.edu/
galdieria/about.html). The absence of DnaJ-Fer homolo-
gues in any archaeal or eukaryotic complete genome was
verified by tBlastN searches against the corresponding nu-
cleic acid sequence. The presence of the ] and the Fer
domains in the retrieved homologues was systematically
verified using Pfam (Pfam profiles PF00226 and PF13459,
respectively). The ] and Fer domains were then analysed
separately using the same strategy as previously to retrieve
proteins containing these domains.

DnaK, GrpE and DnaJ homologues were retrieved
from 92 archaeal complete genome sequences available
at NCBI with BlastP (default parameters) using the
sequences from N. maritimus as seeds (YP_001581434,
YP_001581433.1 and YP_001581435, respectively). The
absence of homologues in any genome was systematic-
ally verified by tBlastN searches against the correspond-
ing nucleic acid sequence. Eukaryotic and bacterial
homologues were retrieved from a subset of four and 86
complete genomes representative of the taxonomic di-
versity of these two domains using BlastP (default para-
meters). In the case of DnaJ, we checked the domain
composition of the retrieved homologues with PFAM in
order to distinguish bona fide Dna] proteins (harbouring
a J-domain (PF00226), the cysteine rich central domain
(PF00684) and the C-terminal domain (PF01556)) from
other J-proteins.

We thus obtained six different sequence datasets, and
we tested various programs to align them, including
(Mafft v6.833b [48], Probcons v1.12 [49], and Muscle
v3.6 [50]). The quality of the resulting alignments was
visually inspected in order to keep those for which the
residues of the conserved domains were correctly aligned.
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Probcons provided better results for the DnaJ-Fer, the |
domain and the Fer domain datasets, whereas Mafft pro-
vided better results in the case of the DnaK, GrpE and Dna]
datasets. The selected alignments were edited and manually
refined with the program ED of the MUST package [51].
The regions where the alignment was ambiguous were
removed using the NET program from the MUST package.

Phylogenetic reconstruction

The DnaJ-Fer, DnaK, GrpE and Dna] alignments were
analysed by maximum likelihood (ML) and Bayesian
approaches (BI). For each dataset, the LG model was
proposed as the best suited evolutionary model
according to the "propose model tool" of TreeFinder
v2011 [52] with the AICc criterion. Alternative mod-
els (e.g. WAG, JTT, etc.) were also tested. The result-
ing trees were consistent with those inferred with the
LG model (not shown).

ML tree reconstructions were performed using PhyML
v3.0 [53] and TreeFinder v2011 [52]. The robustness of
the resulting trees was estimated by the non-parametric
procedure implemented in PhyML and TreeFinder (100
replicates of the original dataset). The resulting trees
were very similar, so we decided to show only the ML
trees inferred with TreeFinder.

BI of DnaJ-Fer, DnaK, DnaJ and GrpE proteins was
carried out with PhyloBayes v 3.3 with the LG model
and a gamma distribution of substitution rates with four
categories [54]. Phylobayes was run with four independ-
ent chains for at least 10,000 cycles, saving one tree in
ten. The first 300 trees were discarded as "burn-in", and
the remaining trees from each chain were used to test
for convergence and compute the 50% majority rule
consensus tree. In the case of Dnak, the chains did not
converge even after 10,000 cycles. Therefore, BI trees for
this marker were computed with MrBayes v.3.0b4 [55]
with a mixed substitution model and a Gamma distribu-
tion of substitution rates with 4 categories. Searches
were run with 4 chains of 1,000,000 generations for
which the first 1,000 generations were discarded as
“burn in”, trees being sampled every 100 generations.

The analyses of the ] and Fer domains were divided in
two steps. First, all the homologous sequences were ana-
lysed by neighbor-joining (NJ) using the MUST package
[51]. Based on this preliminary phylogenetic tree, we
selected the closest homologues of the DeepAnt-EC39
fosmid and C. reinhardtii sequences and a subset of
more distantly related homologues representative of the
genetic diversity of these domains. These sequences were
used to carry out ML and BI analysis with TreeFinder,
PhyML and PhyloBayes as previously described.

The comparison of different tree topologies was done by
applying the Approximately Unbiased test [56] implemented
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in TreeFinder with the same evolutionary models and para-
meters as for ML phylogenetic inference.
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Additional file 2: Unrooted ML tree of the DnaK protein (136
sequences and 444 positions) inferred with TreeFinder and the LG + 4
model. Numbers at nodes represent bootstrap values and Bayesian
posterior probabilities computed with TreeFinder and MrBayes,
respectively (only values >50% and 0.5 are shown, dashes indicate the
corresponding support is inferior to the threshold, whereas when both
supports are inferior to the thresholds no support values are indicated).
Archaeal sequences are shown with colours according to their taxonomic
classification. The scale bar represents the average number of
substitutions per site.

Additional file 3: Unrooted ML tree of the DnaJ protein (102
sequences and 227 positions) inferred with TreeFinder and the LG + 4.
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Additional file 4: Unrooted ML tree of the GrpE protein (101
sequences and 105 positions) inferred with TreeFinder and the LG + 4.
Numbers at nodes represent bootstrap values and Bayesian posterior
probabilities computed with TreeFinder and MrBayes, respectively (only
values >50% and 0.5 are shown, dashes indicate the corresponding value
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Phylogénie et évolution des Archaea, une approche phylogénomique

C. Eléments de discussion

La masse de données générées par notre analyse de I'ensemble des protéines codées dans les
génomes de C. symbiosum, N. maritimus et ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’ n'a pas encore été
¢tudiée et, de par son ampleur, pourrait faire 1’objet d’un travail a part entiere. Le cas de la protéine
DnaJ-Fer n'est qu'un premier essai d'exploitation de cette information. Parmi les 3085 protéines
dont la phylogénie a pu étre inférée et observée, j’ai extrait quelques observations qui pourraient
étre exploitées. Néanmoins, je voudrais insister sur le fait que, d’une part, les jeux de données
construits pour chaque protéine contiennent au plus les 200 séquences les plus proches retrouvees
par BLAST. Dans certains cas, la présence de certains homologues plus lointains (particulierement
bactériens ou eucaryotes) n’a donc pu étre détectée. D’autre part, 1’analyse de ces données avait
pour but premier la recherche de nouveaux marqueurs pour la phylogénie des archées et non une
analyse rigoureuse de génomique comparative d'archées. Tout élément ayant retenu mon attention
sur une phylogénie a été noté, et ce de la fagon la plus systématique et standardisée possible. Enfin,
un premier tri a été effectué entre les génomes de C. symbiosum et N. maritimus pour éviter une trop
grande redondance, mais, par précaution et pour ne rater aucune protéine intéressante, nous avons
préféré garder le génome de ‘Ca. Caldiarchaeum subterraneum’ dans son ensemble quitte & analyser
la phylogénie de la méme famille protéique plusieurs fois, les jeux de données redondants ayant été
supprimés dans la deuxiéme étape de sélection des marqueurs. Il existe donc une redondance entre
certains jeux de données analysés (mais qui a été éliminée pour les analyses visant a étudier la
phylogénie des archées et la place de la racine). Les chiffres donnés sont donc a considérer avec
précaution et doivent étre pris comme un ordre de grandeur et non pas comme un chiffre définitif.

On trouve ainsi un peu moins de 800 protéines pour lesquelles aucun homologue bactérien
ou eucaryote n’était présent, dont 135 spécifiques aux thaumarchées et 16 spécifiques a ‘Ca.
Caldiarchaeum subterraneum’. Ces protéines spécifiques aux archées au premier abord pourraient
faire 1’objet d’une étude et apporter de nombreux éléments quant a I’évolution du domaine Archaea
et aux innovations évolutives apparues spécifiquement dans cette lignée. Parallélement, 650
protéines sont présentes chez au moins un représentant de chaque phylum archée (Euryarchaeota,
Crenarchaeota, Aigarchaeota, Thaumarchaeota, et Korarchaeota). Nous avons aussi observé la
présence d’euryarchées et de crenarchées dans environ deux tiers des jeux de données, la présence
de ‘Ca. Korarchaeum cryptophilum’, d’une part, et des thaumarchées et de 1’aigarchée, d’autre part,
dans environ un tiers de ces jeux de données. Ces protéines partagées entre archées peuvent étre la
cible d’une étude du contenu en genes et de la nature du dernier ancétre commun aux archées

(« LACA » pour « Last Archaeal Common Ancestor »). En effet, la présence d’une protéine dans au
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Chapitre 3 : Répartition taxonomique et histoire évolutive des protéines d'archées : exemple du
systeme chaperonne DnaK et de la protéine Dnal-Fer.

moins deux phyla, dont notamment chez les euryarchées et au moins un des autres phyla (cf.
Chapitre 2), pourrait étre due a sa présence chez LACA.

De la méme maniere on retrouve environ un tiers des jeux de données dans lesquels des
homologues bactériens et eucaryotes sont presents. Ces protéines pourraient étre des cibles
privilégiées pour une étude sur le dernier ancétre commun de tous les organismes et sur les
caractéres conservés depuis cet ancétre chez les archées. En ce qui concerne particulierement les
relations entre les archées et les deux autres domaines du vivant, environ 300 jeux de données
contiennent des eucaryotes mais pas de bactéries ; en parallele, environ un autre tiers des jeux de
données contiennent des homologues bactériens sans eucaryotes. L’analyse des phylogénies de ces
protéines pourrait étre un point de départ pour analyser les relations entre les archées et les deux
autres domaines du vivant, ensemble ou indépendamment.

Il est important de souligner que la présence d’un homologue bactérien, eucaryote ou d’un
autre phylum d'archées n’est pas forcement le signe de la présence de cette protéine dans 1’ancétre
commun de ces deux lignées, mais peut étre aussi le résultat d’un transfert horizontal. Lors de ma
premiere analyse, j'ai noté tous les cas potentiels de transfert mais il serait nécessaire de mener une
nouvelle étude de ces jeux de données pour les valider. Seul un petit nombre de transferts entre
différentes lignées d'archées a été consideré dans cette premiere analyse car il est souvent tres
difficile de faire la différence entre un transfert horizontal entre archées, un cas de paralogie cachée
ou un manque de résolution dans une phylogénie générée automatiquement et sans analyse poussée.
C’est pourquoi je préconiserais, pour étudier ces transferts, de réanalyser les jeux de données dans
lesquels plusieurs phyla d’archées sont présents mais qui n’ont pas été conservés pour 1’analyse de
la phylogénie des archées. Une nouvelle analyse, avec un échantillonnage taxonomique différent
centré sur les archées et avec toutes les informations apportées dans ma these concernant la
phylogénie des archées et la position de la racine de ce domaine, pourrait permettre de faire un tri
plus efficace et de détecter réellement les transferts entre archées. Un probléme similaire se pose en
ce qui concerne les transferts horizontaux entre eucaryotes et archées. Le débat existant autour de la
relation entre archées et eucaryotes et les hypothéses proposant que les eucaryotes soient en réalité
issus de lignées d’archées incitent a prendre avec beaucoup de précaution les observations de
transferts horizontaux potentiels entre ces deux domaines. La présence d’homologues bactériens
dans la plupart des phylogénies avec des homologues eucaryotes (environ 1000 sur 1300) peut
rendre plus difficile l'inféerence de la position des eucaryotes de par leur importante distante
évolutive (i.e. générant de longues branches) et en diminuant probablement la résolution de ces
phylogénies. De méme que pour les relations entre phyla d’archées, une analyse centrée sur les

relations entre eucaryotes et archées avec un échantillonnage taxonomique adapté serait nécessaire
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pour conclure quant aux cas de transferts entre archées et eucaryotes. Les mémes risques existent en
ce qui concerne les transferts horizontaux entre archées et bactéries et les mémes recommandations
sont donc a préconiser pour leur analyse, bien que la polémique en ce qui concerne les relations
entre bactéries et archées soit moins importante actuellement. Dans mon analyse initiale, j’ai noté
plus de 350 cas de transferts potentiels entre archées et bactéries (le sens de ces transferts devant
étre analysé en détails) dont un grand nombre impliquant les thaumarchées. 1l a été proposé que
I’adaptation des thaumarchées mésophiles et marines a leur environnement ait impliqué de
nombreux transferts depuis des bactéries vivant dans ces méme milieux (LOpez-garcia et al. 2004;
Brochier-Armanet et al. 2011), I’analyse de ces phylogénies pourrait apporter de nouvelles
informations quant a ces transferts et leur rle dans cette adaptation.

La liste de I'ensemble des protéines de départ ainsi que quelques informations sur la
répartition taxonomique des homologues présents dans les jeux de données résultants et sur

I’analyse des phylogénies sont disponibles dans 1’ Annexe 2.
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Discussion

Mon travail de these porte sur la phylogénie des archées avec des approches de
phylogénomique. Il a permis de mettre en évidence un nombre relativement important de nouveaux
marqueurs utilisables pour reconstruire la phylogénie des archées et améliorer sa résolution. Dans
cette discussion, j’aimerais aborder certains points qui me semblent importants dans le travail

autour de la phylogénomique, particuliérement lorsque celle-ci est appliquée au monde microbien.

De l’'importance de la phylogénie en biologie.

La trés célebre phrase de Dobzhansky « Nothing in biology makes sense except in the light
of evolution » (Dobzhansky 1973)* est une introduction parfaite a I’importance de la phylogénie en
biologie. J’ai déja parlé de I’'importance de I’étude de la phylogénie des archées pour la
compréhension de leur histoire évolutive ainsi que des relations qui les lient aux deux autres
domaines du vivant. D’un point de vue géologique aussi, la connaissance de 1’histoire évolutive des
organismes est importante, par exemple I’apparition de la méthanogenéese chez les archées qui a pu
modifier les conditions atmosphériques. La reconstruction de la phylogénie des organismes est aussi
extrémement importante pour comprendre les mécanismes évolutifs sous-tendant leur évolution. En
effet, l'utilisation d’une phylogénie des organismes comme référence est essentielle pour
comprendre I’histoire de leurs caractéres, génes ou systémes. Par exemple, le Chapitre 3 de ma
these présente I’histoire évolutive de quatre protéines qui ont subi de nombreux transferts
horizontaux entre les trois domaines du vivant. Les protéines DnaJ et Dnal-Fer font partie d’une
famille protéique extrémement large composée de protéines contenant un domaine protéique dnal.
Cette famille est le résultat de multiples événements de duplications et de pertes de génes, mais
aussi de fusion avec d'autres géenes, comme dans le cas de la protéine Dnal-Fer. Ces différents
évenements évolutifs particuliers, et rares pour certains, n’ont pu étre mis en évidence que par la
comparaison de la phylogénie de ces protéines individuelles avec une phylogénie de référence,
inférée a partir de multiples marqueurs, telle que celle que nous avons construite dans le Chapitre 1.

L’on pourra objecter que cette phylogénie des organismes dite « de référence », n’est pas totalement

! Si cet article de Dobzhansky est trés important, pour I'éloquence de son titre mais aussi pour son explication de ce
qu’est 1’évolution biologique et de son message clairement opposé a ’antiévolutionnisme, je pense que sa lecture
attentive est importante. Il me semble empreint d’une certaine forme de gradisme, mettant ’homme « a ’apex de
I’évolution », et d’une volonté de réconcilier science et religion alors que ces deux domaines n’ont ni a étre opposés ni a
étre réconciliés, puisque ne traitant pas de la méme chose. Je tenais a souligner ce point a propos d’un article cité si
souvent en biologie (y compris ici).
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résolue et I'existence méme d'une telle phylogénie est remise en question tres souvent (E Bapteste et
al. 2005; Dagan and Martin 2006). La découverte de nouvelles especes et le séquencage de
nouveaux génomes viennent forcément modifier la phylogénie, et de nouvelles méthodes permettent
de corriger certains biais ; en revanche nous avons montré dans le Chapitre 1 que si certains points
sont toujours discutés, le signal global de la phylogénie des archées reste relativement stable depuis
de nombreuses années. La phylogénie globale proposée pourra donc étre considérée comme une

phylogénie de référence des organismes, jusqu’a la prochaine amélioration de celle-cCi.

De la sélection des données.

Mes travaux de recherche montrent qu'un grand nombre de nouveaux marqueurs
phylogénétiques ont pu étre identifies pour inférer la phylogénie des archées. Ainsi nous avons
presque triplé le nombre de marqueurs utilisables pour aborder cette question. Méme si les 200
protéines utilisées ici ne sont pas présentes chez toutes les archées, elles contiennent un signal
phylogénétique suffisant pour reconstruire I’histoire évolutive de ce domaine. Les supermatrices
construites a partir de ces 200 protéines, et avec la totalité des 273 marqueurs en incluant les
protéines ribosomiques, I'ARN polymérase et les facteurs de transcription conservés a I’échelle des
archées, permettent de clarifier certaines relations en débat et d’apporter un meilleur soutien général
a la phylogénie de ce domaine. Ces nouvelles protéines peuvent avoir des répartitions taxonomiques
tres différentes et elles ne sont pas forcément présentes dans la totalité des archées. Elles ont été
sélectionnées sur la base de leur présence dans au moins dix espéces d'archées représentant deux
phyla différents ainsi que sur la base de la monophylie des séquences d'archées et des différents
ordres d’archées. La présence de ces protéines chez des bactéries ou chez des eucaryotes n’a eu
aucun impact sur leur choix comme marqueurs pour la phylogénie des archées. En effet, cet
ensemble de protéines a été sélectionné exclusivement pour aborder la question de la phylogénie
des archées et leur analyse phylogénétique a conduit a des résultats tres concluants.

Les données collectées m’ont ensuite permis d’aborder la question de la position de la racine
de I’arbre des archées. Compte-tenu des possibles liens qui unissent eucaryotes et archées, je me
suis orientée vers 1’utilisation d’un groupe extérieur bactérien. Comme dans le cas précédent, nous
avons cherché le plus grand nombre possible de protéines pouvant répondre spécifiqguement a cette
question. L’analyse minutieuse des phylogénies individuelles des 200 marqueurs identifiés
précédemment m’a permis de mettre en évidence que 38 d’entre eux présentaient les qualités
requises pour étudier la position de la racine chez les archées auxquels il a été possible de rajouter
32 protéines ribosomiques. Ici encore, une sélection de marqueurs adaptés a été nécessaire pour

aborder une nouvelle problématique précise et obtenir des résultats robustes.
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Pour ces deux études, nous avons sélectionné des ensembles de marqueurs différents pour
répondre a des questions différentes. De plus, cette sélection s’est faite uniquement sur la base de
critéres phylogénétiques, sans prendre en compte a priori la fonction des genes. En ce sens ma
démarche est trés différente des études précédentes, qui étaient centrées sur 1’analyse d’un petit
nombre de protéines informationnelles, principalement les protéines ribosomiques. Certains travaux
présentés dans 1’Introduction, dont le but était d'inférer 1'arbre du vivant et de résoudre les relations
entre les trois domaines du vivant, sont passés par des recherches automatiques de protéines
présentes dans un maximum de génomes. Les génes ainsi sélectionnés correspondaient aux
fonctions les plus conservées et convergeaient en général vers une liste trés réduite et centrée autour
des protéines ribosomiques (Tableau 2) (Ciccarelli et al. 2006; Yutin et al. 2008). Cependant, nous
avons confirmé qu'une répartition taxonomique exhaustive pour chaque protéine n'est pas nécessaire
dans une approche phylogénomique car les données manquantes dans certains jeux de données
peuvent étre compenseées par la concaténation de I'ensemble dans une supermatrice. Ainsi, 1’accés a
de grandes quantités de données génomiques nous permet aujourd’hui d’aller chercher d’autres
protéines portant un signal intéressant, et surtout de définir un nouvel ensemble de marqueurs
adaptés a chaque problématique traitée.

Par exemple, les relations entre eucaryotes et archées sont trés débattues actuellement
(Simonetta Gribaldo et al. 2010). Le placement de la racine de 1’arbre des archées en utilisant les
bactéries comme groupe extérieur nous a permis d’obtenir une phylogénie racinée des archées
robuste. Considérant cette phylogénie racinée comme point de départ, il serait maintenant
envisageable de chercher un nouvel ensemble de marqueurs adaptés a cette question précise. Les
protéines sélectionnées n’auraient pas besoin d’étre présentes chez les bactéries et pourraient étre
choisies avec la méme méthodologie que celle utilisée dans le Chapitre 2. Cette idée a déja été
proposée par Gribaldo et collaborateurs en 2010 (Simonetta Gribaldo et al. 2010), et pourrait étre

mise en ouvre.

De ’augmentation de la quantité de données génomiques.

Le nombre de génomes d’archées publiés est en augmentation exponentielle depuis le début
des années 2000 et les derniéres avancées en termes de sequengage de cellules uniques commencent
a faire exploser les quantités de donnees disponibles (Rinke et al. 2013). Il m’est ainsi arrivé deux
fois d’entendre au cours d’une conversation, de facon plus ou moins sérieuse, que la quantité de
données (génomiques ou scientifiques de facon générale) était suffisante actuellement pour
répondre a toutes les questions et qu’il n’était pas forcément nécessaire d’en produire plus. Je trouve

plutét dommage d’avoir ce point de vue. Certes, I’augmentation du nombre de génomes disponibles
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est complexe a gérer pour de nombreuses raisons, mais c’est aussi une mine d’information
exploitable du plus grand intérét. Il est possible que seule une petite part de ces données soit utilisée
un jour, mais la génération de la totalité est trés utile pour pouvoir trouver des informations
intéressantes pour répondre a de nouvelles questions. 1l ne faut pas oublier que de nombreux
champs de la biologie sont a méme d’utiliser ces séquences pour des études tout a fait différentes.
Par exemple, une véritable génomique des populations commence a devenir possible pour les
microorganismes, mais aussi des études tres détaillées sur des caractéres métaboliques, écologiques,
fonctionnels ou évolutifs. Dans mon cas, la sélection des 200 nouveaux marqueurs pour la
phylogénie des archées, puis des 38 pour la position de la racine, n’a pu étre faite que parce qu’un
nombre suffisant de génomes complets était disponible pour les archées mais aussi pour les
bactéries et les eucaryotes. Avoir une répartition taxonomique représentative de la diversité de
chaque domaine était nécessaire pour révéler les cas de transferts horizontaux ou de paralogies. Et
dans la mesure ou la recherche de ces marqueurs était par définition sans a priori, il aurait été
impossible de les cibler pour un séquencage individuel. L’acces aux séquences genomiques
completes était donc nécessaire.

Parallelement, lors de mes travaux de recherche j’ai été confrontée de nombreuses fois a
I’artefact d’attraction de longues branches di a I'évolution rapide de certains génomes.
L’augmentation du nombre de génomes disponibles permet un choix plus intéressant et plus adapté
en termes d’échantillonnage taxonomique. Si dans un groupe nous ne disposons que d’un seul
génome fortement sujet a certains biais, nous devrons quand méme I’utiliser afin de représenter ce
groupe dans les analyses. Par contre, si de nouveaux génomes sont disponibles, il sera possible
d’une part de vérifier si ces biais sont caractéristiques de I’espeéce ou de son groupe entier et de
choisir un nouvel échantillonnage taxonomique plus adapté a la question scientifique posée. Par
exemple, les Nanoarchaeota, groupe taxonomique d’intérét lorsqu’on s’intéresse a la phylogénie des
archées, étaient représentés jusqu’a récemment, par un seul organisme (N. equitans) au génome trés
réduit et évoluant vite. Le séquengage d’un nouveau représentant (Podar et al. 2013), ayant un
génome moins réduit et évoluant moins vite, devrait permettre de réduire les biais et artefacts

autrefois induits par ’utilisation de N. equitans.

De lintérét des analyses automatiques.

L’¢énorme masse de données générée par toutes ces séquences génomiques est bien sir
extrémement complexe & exploiter et, par conséquent, trés chronophage. Ainsi que je I’ai déja
exposé plus tot, la plupart des analyses phylogénétiques massives n'ont, d’une part, pas réussi a

dégager de nouveaux marqueurs malgré le développement de nouvelles approches pour
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I’identification des marqueurs et, d’autre part, elles ont probablement été biaisées par un certain
nombre d’artefacts tels que des attractions de longues branches ou la présence de paralogies cachées
(Cox, Foster, Hirt, Harris, & Embley, 2008; Rinke et al., 2013...). L’analyse que j’ai menée sur
I’ensemble des protéines de trois génomes complets m’a permis de mettre en évidence 200
nouveaux marqueurs, exploités immédiatement pour I’inférence de la phylogénie des archées, mais
aussi un grand nombre de protéines ayant des profils évolutifs notables, avec des cas de transferts
horizontaux inattendus ou des répartitions taxonomiques particulieres (cf. Chapitre 3). Ces
événements évolutifs n’étaient pas I’information recherchée au départ, et c’est 1’observation
humaine de chaque phylogénie qui a permis de les détecter et qui permettra potentiellement de les
exploiter par la suite. Parallelement, certaines protéines ont été sélectionnées comme marqueurs
potentiels dans cette premiére étude alors qu’elles avaient des profils inattendus qui n’auraient pas
été retenus par une analyse automatique dont les critéres sont forcément préétablis et fixes. Par
exemple, I’absence de certains ordres complets d’archées, la présence d’homologues bactériens ou
eucaryotes au sein des archées issus de transferts horizontaux ponctuels et récents mais pouvant étre
supprimés par la suite, ou simplement I’absence de suffisamment de signal pour avoir une
phylogénie individuelle bien résolue, auraient empéché la sélection automatique de ces protéines.
Bien que I’ensemble des critéres utilisés pour remplir les tableaux présentés en Annexe 2, soit, a
mon avis, parfaitement programmables un par un par un bon informaticien, il me semble beaucoup
plus difficile, pour ne pas dire impossible, d’imaginer a I’avance tous les cas de figure auxquels on
peut étre confronté lors d’une analyse de cette ampleur. Un autre exemple provient des paralogies
spécifiques a certains groupes d’archées : j’ai dii sélectionner certaines copies de paralogues, mais
elles n’avaient pas forcement exactement la méme répartition taxonomique ou la méme longueur de
branches. Les mémes questions se sont posées sur 1’analyse des jeux de données contenant les
séquences bactériennes (cf. Chapitre 2). Malgré toutes ces remarques, je tiens a préciser que les
criteres de sélection des jeux de données, puis des séquences retenues auraient été difficilement
programmables a priori et qu’ils peuvent méme étre considérés comme subjectifs, il n’en reste pas
moins qu’ils sont reproductibles a posteriori.

Mon analyse a d'ailleurs nécessité 1’automatisation de nombreuses procédures, en particulier
pour réaliser les premiéres étapes de construction des jeux de données et des phylogénies
individuelles. Cependant, la phase d’expertise des phylogénies résultantes a été cruciale. Il est
important de préciser que les biais inhérents a ce protocole automatique (la limitation du nombre de
séquences a 200 par jeu de données et la limite d’E-value & e10™ dans les recherches par BLAST, la
non Vvérification de ’homologie des séquences dans les jeux de données, la sélection automatique

des positions conservées pour la reconstruction phylogénetique et enfin, l'inférence des arbres
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préliminaires en approximation de maximum de vraisemblance (méthode particulierement sujette a
I’attraction de longues branches)) ont été pris en compte dans la phase d’observation et les
annotations que j’ai faites sur ces phylogénies ont été considérées avec de grandes précautions. Ceci
n’aurait pas pu étre le cas dans une analyse totalement automatique. Il me semble donc que
I’automatisation de certaines taches précises est nécessaire pour pouvoir traiter ces masses de
données, mais qu’elle ne doit pas se faire aux dépens d’une analyse humaine a certaines étapes clés
du protocole.

Le temps et les compétences humaines nécessaires a ce genre d’analyse ne sont évidement
pas compatibles avec 1’analyse a flux tendu de I’ensemble de I’information génomique publi¢e. Un
décalage se crée donc entre la disponibilité d’une information et son utilisation. De mon point de
vue, il est important de choisir une question scientifique précise et de passer le temps nécessaire a
I’analyse des données pour prétendre y répondre de fagon fiable, plutét que d’analyser de fagon
massive des données en perpétuelle expansion sans prendre en compte toutes les spécificités de la
question a laquelle on veut répondre, au risque d’obtenir des résultats biaisés. La totalit¢ des
données disponibles ne sera peut étre jamais traitée, mais certaines questions scientifiques auront

des réponses de plus en plus fiables.

De la multiplication des phyla archéens.

Ces derniéres années (fin des années 2000 et début des années 2010), de nombreux
nouveaux phyla d’archées ont été proposés. D’abord les Thaumarchaeota en 2008, definis sur
I’analyse phylogénétique et génomique de C. symbiosum et l'analyse de diverses séquences
environnementales (Brochier-Armanet et al. 2008). En 2011, Nunoura et collaborateurs proposent le
phylum Aigarchaeota (Nunoura et al. 2011) a partir de I’analyse de 'Ca. Caldiarchaeum
subterraneum'. Au cours de cette derniére année, pas moins de cing phyla ont été proposés :
Geoarchaeota (Kozubal et al. 2013), suivit de Aenigmarchaeota, Diapherotrites, Nanohaloarchaeota
et Parvarchaeota (Rinke et al. 2013). Les phyla Thaumarchaeota et Aigarchaeota reposent sur une
analyse assez poussée des genomes disponibles et, surtout, sur le fait que ces groupes sont connus
depuis longtemps par les études environnementales; de plus, en ce qui concerne les
Thaumarchaeota, des représentants cultivés étaient disponibles en 2008. Par contre, les cing
derniers nouveaux phyla reposent sur des métagénomes ou des genomes séquencés a partir de
cellules uniques. Je ne remets pas en cause ici la validité de ces phyla, mais il me semble intéressant
de noter le fait qu’aucune régle ne régit la taxonomie procaryote, et a fortiori des archées, en ce qui
concerne les rangs taxonomiques de haut niveau (supérieurs a la classe). Certains des phyla

proposés (Nanohaloarchaeota et Parvarchaeota) sont particuliérement sujets aux LBA et aucune
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précaution particuliere n’a ¢été prise pour minimiser cet artefact dans 1’article ou Rinke et
collaborateurs les ont proposés (Rinke et al. 2013). En ce qui concerne les Geoarchaeota (Kozubal
et al. 2013), Aenigmarchaeota et Diapherotrites (Rinke et al. 2013), ces phyla ont été proposés dans
I’article décrivant leurs génomes, mais la biologie de ces organismes reste en trés grande partie
inconnue. Il serait donc prudent d’attendre d’en savoir plus a leur propos et de préciser leurs
positions phylogénétiques avec plus de séquences et des analyses phylogénétiques fiables avant de

proposer la création de nouveaux phyla.

Du risque de découplage entre génome et organisme.

La multiplication des études de séquencage de génomes a partir de cellules uniques ou de
métagénomes est extrémement intéressante de par la quantité de nouvelles informations
génomiques qu’elles apportent. Mais ces études peuvent étre critiquées dans le sens ou le génome
n’est pas ’organisme. La séquence de tous les génes d’un organisme ne suffit pas pour comprendre
son fonctionnement cellulaire dans sa totalité. Les protéines sont prédites a partir d’ORF (« Open
Reading Frame » pour « cadre ouvert de lecture ») et il n’est jamais certain que ces génes soient
réellement exprimés dans la cellule. Pour beaucoup d’ORF aucune fonction n’est assignable, et
méme si une fonction peut étre assignée a un ORF, c’est par comparaison avec son homologue le
plus proche, et dans la plupart des cas cette fonction n’est pas vérifiée de fagon expérimentale. En
revanche, ces génomes et métagénomes sont de nouvelles sources d'information trés riches sur le
métabolisme potentiel de ces organismes. Elles pourraient permettre de tenter de créer un
environnement favorable a leur culture, pure ou en association avec d’autres organismes, cultures
qui seraient utilisables pour des confirmations expérimentales. Dans le cas des archées, cela fut
notamment le cas pour la thaumarchée Nitrosopumilus maritimus, la premiere a étre isolée pour ce
groupe, car des données métagénomiques avaient prédit quelques années plus tét I'importance du
métabolisme de I'ammonium chez ces organismes (Treusch et al. 2005). 1l est aussi intéressant de
pouvoir coupler I'analyse de génomes a d’autres techniques ne nécessitant pas d’utiliser I’organisme
lui-méme, telle que la transcriptomique par exemple, pour savoir si les genes prédits sont exprimés,
une idée qui est a la base des techniques de métatranscriptomiques et de métaprotéomiques de plus
en plus utilisées (Shi, Tyson, and DeLong 2009; Bertin et al. 2011). L'application de ces méthodes
pour comprendre le fonctionnement et I'évolution des communautés microbiennes, souvent tres
complexes, peut paraitre utopique, mais dans la mesure ou de plus en plus de génomes sont
accessibles et ou les organismes sont mal connus, cette voie, explorée depuis plusieurs années déja,

me semble tout a fait justifiée.
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De la phylogénie moléculaire comme révolution scientifique ?

La premiére partie de I’Introduction de ma thése portait principalement sur les travaux de
Woese et de ses collaborateurs dans les années 1970 a 1990. Ici, je voudrais évoquer une question
qui m’interpelle et I’introduire comme idée de réflexion. La notion de révolution scientifique est
définie par Kuhn en 1962 dans son essai The structure of scientific revolutions (Kuhn 1962) comme
le résultat d’un changement de paradigme dans un domaine de la science. Le paradigme scientifique
selon Kuhn correspond a un modéle de pensée reposant sur une théorie, un socle d’observations, de
faits et d’expériences tendant a confirmer la théorie en cours, et une série d’hypothéses et de
prédictions qui viendraient confirmer la théorie. Il vient cadrer la pensée scientifique en lui donnant
un socle de connaissances acquises et une méthode. Cette théorie de philosophie des sciences a été
proposée d’aprés 1’analyse de 1’histoire de la physique et de la chimie principalement. En biologie,
un élément fondateur est la publication de On the Origin of Species de Darwin en 1859 (Darwin
1859). 1l a permis de donner un sens aux observations des naturalistes jusqu’a ce moment la et de
donner un cadre de pensée pour 1’étude des organismes vivants et des relations qui les lient. La
phylogénie moléculaire, et particuliérement son application par Woese sur I’ARNr SSU a partir des
années 1970, a permis de passer d’une phylogénie de I’ensemble du vivant théorique proposée par
Darwin, a une phylogénie réelle du vivant. De plus, Woese a donné un nouveau cadre de pensée a la
classification du vivant et a 1’évolution microbienne. Le travail de Woese et de ses collaborateurs ne
remet pas en question la théorie de Darwin sur 1’évolution des espéces mais, au contraire, vient
méme la confirmer. Par contre, il apporte un nouveau cadre de pensée a un domaine de la biologie,
la microbiologie, et une série d’expériences et de résultats en concordance avec ce cadre de pensée
(comme la prédiction de la découverte d’une grande diversité d’archées, qui a été réalisée). Etant
donné I’avancée fondamentale du travail de Woese dans les années 1970 et 1980, peut-on
considérer que ce travail et cette redéfinition de la classification du vivant par la phylogénie
moléculaire basée sur I’ARNr SSU soit une révolution scientifique ? Je ne prétends pas avoir de

réponse a cette question et je pense qu’elle pourrait faire le sujet d’un travail a part entiere.
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Le sujet de cette these a été I'é¢tude de la phylogénie des archées. Mon travail s’est articulé
autour de deux axes présentés dans la partie Objectifs : la recherche de nouveaux marqueurs pour
I’inférence de la phylogénie des archées et 1’¢lucidation de la position de la racine de I’arbre des
archées grace a des homologues bactériens. Ces deux objectifs ont été atteints et les résultats
obtenus font 1’objet de deux articles en préparation. Grace a I’utilisation de marqueurs et de
méthodes qui n’avaient jamais €té appliquées a I’étude des archées, mes travaux apportent un
nouvel éclairage sur la phylogénie de ces organismes et, d’une maniere plus générale, sur le travail

en phylogénomique.

De facgon plus précise, le Chapitre 1 a pour résultats majeurs :

e La mise en évidence de 200 nouveaux marqueurs pour la reconstruction de la phylogénie
des archées, avec une grande diversité fonctionnelle par rapport aux protéines
informationnelles utilisées préalablement.

e L’inférence d’une phylogénie des archées a partir de 273 protéines (200 nouvelles + 57
ribosomiques + 16 sous-unités de I’ARN polymérase et facteurs de transcription) avec un
meilleur support que les phylogénies précédentes.

e La résolution de certaines relations phylogénétiques problématiques : la monophylie des
méthanogenes classe | et la proposition d'une nouvelle classe les regroupant ; la non-
monophylie des méthanogenes classe Il et le groupement de ces méthanogénes avec les
Halobacteriales ; la monophylie des Thermoproteales ; la position d’A. saccharavorans
groupe frére d’A. pernix au sein des Desulfurococcales ; la divergence des Thermococcales
et des Thermoproteales en premier au sein des euryarchées et des crenarchées

respectivement ; la relation fortement soutenue entre les Thaumarchaeota et 1’ Aigarchaeota.

En ce qui concerne le Chapitre 2 les résultats majeurs sont :

e L'identification de 38 protéines fonctionnellement tres diverses et avec des homologues
bactériens utilisables pour placer la racine de I’arbre des archées, indépendamment de la
présence d’homologues eucaryotes.

e [’apport d’un signal phylogénétique important par rapport aux 32 protéines ribosomiques
partagées entre archées et bactéries.

e Le placement de la racine avec un support tres fort entre les Euryarchaeota et les autres

phyla d’archées considérés dans cette étude (Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota,
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Korarchaeota).

e La proposition d’une révision de la taxonomie des archées, qui consiste principalement a
déclasser quatre phyla (Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota) au
rang de classe et la proposition d’un nouveau phylum englobant ces quatre groupes sous le

nom de « Proteoarchaeota »

Enfin, le Chapitre 3, par I’analyse de 1’histoire évolutive du « systeme chaperonne » DnaK-
GrpE-Dnal chez les archées, montre que des histoires évolutives complexes impliquant des

événements de transfert, de duplication et de fusion de génes ont marqueé I'évolution de ce systeme.
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