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TITRE : Origine des variations de taux d’évolution moléculaire inter-

spécifiques : apport d’un modèle génomique en milieu souterrain

Résumé La vitesse à laquelle les séquences d’ADN évoluent varie selon les es-

pèces. Ces différences peuvent venir de caractéristiques intrinsèques de l’espèce

(taux métabolique, traits d’histoire de vie) ou de son environnement (rayonne-

ments ionisants). L’objectif de cette thèse est de tester les hypothèses expliquant

les variations de taux d’évolution moléculaire entre les espèces. Pour cela, les parti-

cularités des Asellidae souterrains ont été couplées avec des données de séquençage

nouvelle génération dans le génome nucléaire et le génome mitochondrial. L’uti-

lisation des Asellidae comme modèle biologique nous permet d’avoir, au sein du

même groupe, des espèces ayant indépendamment effectué une transition vers le

milieu souterrain. Cette transition étant accompagnée de nombreux changements,

tant biologiques (longévité, taux métabolique, temps de génération) qu’environ-

nementaux, elle nous permet, au sein du même groupe, de pouvoir comparer des

espèces contrastées en termes de longévité, de rayonnements ionisants ou encore

de productivité et de température. Ce modèle biologique nous permet ainsi de pré-

ciser et de quantifier les facteurs responsables de variations du taux d’évolution

moléculaire entre les espèces. Par cette approche, un effet du temps de génération

sur le taux d’évolution du génome nucléaire et une absence d’effet sur le génome

mitochondrial a pu être mis en évidence. Nous avons ensuite montré un effet de

la radioactivité naturelle, d’une ampleur analogue à celle du temps de génération,

mais cette fois dans les deux compartiments génomiques. Enfin, l’étude des va-

riations des taux d’évolution moléculaire à une échelle globale a révélé des biais

dans les calculs des taux de substitutions qui devront être pris en compte dans les

études cherchant a établir le lien entre le taux de mutations et la diversification.

Mots-clés Taux d’évolution moléculaire – Taux de mutations – Taux de sub-

stitutions – Asellidae – Traits d’histoire de vie – Radioactivité – Macro-écologie

– Approche comparative – biodiversité souterraine.
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TITLE : Understanding the determinants of the rate of molecular evo-

lution : contribution of a subterranean genomic model

Abstract The rate at which DNA accumulates substitutions varies widely among

species. Rate variations have been imputed to species intrinsic features (metabolic

rate, life history traits) or to the environment characteristics (ionizing radiations,

selection pressure). The aim of this PhD project was to investigate the main hy-

potheses explaining variations in the rate of molecular evolution between species.

To achieve that, we combined the unique properties of subterranean isopods from

the Asellidae family and high-throughput sequencing data from the nuclear and

mitochondrial genome. Asellidae species have made multiple independent transi-

tions to subterranean environments where subterranean species have repeatedly

evolved a lower metabolic rate, a longer lifespan and a longer generation time.

Moreover, because they are poor dispersers, they are exposed to the same envi-

ronment across many generations, allowing us to compare species with long-term

contrasted features in term of life history traits and environmental characteristics.

We found that generation time negatively impact the rate of molecular evolution

in the nuclear genome whereas the mitochondrial rate remained unchanged. We

also found an increase of the mutation rate for species living in naturally highly

radioactive environments. Finally, the study of the rate of molecular evolution va-

riation at a global scale brought forward a systematic bias which needs to be taken

into account in studying the link between the mutation rate and diversification.
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Introduction

Dans les années soixante, l’analyse des premières séquences protéiques com-

plètes chez plusieurs espèces a permis à plusieurs auteurs (Zuckerkandl et Pau-

ling, 1962; Margoliash, 1963; Doolittle et Blombäck, 1964) de faire le constat que

le nombre de différences observées sur une protéine entre deux espèces semblait

correspondre au temps de divergence entre ces deux espèces. Après avoir montré

une accumulation à vitesse constante des mutations sur les protéines de l’hémo-

globine chez plusieurs espèces de mammifères, Zuckerkandl et Pauling proposent

en 1965 l’idée d’utiliser les données moléculaires pour dater la divergence entre

les espèces. Ils proposent ainsi que les mutations sur les protéines s’accumulent

à vitesse constante au cours du temps et dans toutes les lignées, cette vitesse

étant en revanche, propre à chaque protéine. Sous cette hypothèse, on peut dé-

duire de la distance génétique entre deux espèces, le temps qui s’est écoulé depuis

leur spéciation en utilisant une donnée temporelle (e.g. fossile) pour calibrer la

vitesse d’accumulation des mutations au cours du temps. Ainsi, avec un seul point

de calibration et une seule protéine, on pourrait calibrer une horloge moléculaire

permettant de dater les évènements de spéciation. Cette hypothèse d’horloge mo-

léculaire a suscité un vif intérêt dans la communauté scientifique car elle offre

un outil puissant permettant de dater des événements évolutifs pour lesquels les

données fossiles ne sont pas disponibles.

Historiquement, l’hypothèse d’horloge moléculaire intervient en plein milieu

du débat entre sélectionnistes et neutralistes. Au début des années soixante, deux

visions s’opposent pour expliquer le maintien du polymorphisme dans les popu-
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INTRODUCTION

lations : une vision purement sélectionniste expliquant le maintien de plusieurs

allèles par sélection naturelle (e.g. principe de la sélection balancée), et une vision

neutraliste, principalement défendue par Motoo Kimura, expliquant ce maintien

par un effet totalement stochastique. Malgré le fait qu’Emile Zuckerkandl était

plutôt en faveur de la vision sélectionniste, l’hypothèse d’horloge moléculaire a

été un argument majeur en support de la théorie neutraliste de l’évolution (Ki-

mura, 1979). Dès 1968, Kimura utilise les résultats de Zuckerkandl et Pauling

pour montrer que les mutations s’accumulent au cours du temps à un taux proche

de leur taux d’apparition, suggérant ainsi que la sélection naturelle n’élimine ou

ne favorise que très peu d’entre elles et que ces mutations sont donc, pour la

plupart, neutres. En 1971, Kimura et Ohta proposent que les différences de taux

d’évolution moléculaire observées entre les gènes codant pour des protéines pro-

viennent du nombre de changements neutres possibles sur chaque gène. Ainsi, les

gènes qui auraient un nombre de changements neutres possibles très faible comme

la cytochrome c, évolueraient très lentement, contrairement à des gènes donc la

fonction permettrait un plus grand nombre de changements neutres. D’autres ar-

ticles confirmant la constance des taux d’évolution moléculaire entre les espèces

ont ensuite appuyé l’hypothèse d’horloge moléculaire (Sarich et Wilson, 1967;

McLaughln et Dayhoff, 1970) mais des déviations importantes ont rapidement été

mises en évidence (Laird et al., 1969). L’essor du séquençage d’ADN et la possi-

bilité de mesurer des taux de substitutions synonymes a, dans un premier temps,

confirmé ces exceptions à l’horloge moléculaire, en montrant notamment une ac-

célération importante du taux d’évolution chez les rongeurs et un ralentissement

chez les hominidés (Britten, 1986; Li et al., 1987). Les évidences de variations de

taux d’évolution entre les lignées se sont ensuite multipliées (Li, 1993), remettant

alors totalement en cause l’hypothèse d’horloge moléculaire. Des variations des

taux de substitutions ont ainsi été montrées à toutes les échelles : entre positions

d’un gène (Kimura, 1983), entre différentes régions chromosomiques (Wolfe et al.,

2



INTRODUCTION

1989), entre types de génomes (Wolfe et al., 1987) et entre lignées (Ohta, 1993;

Martin et Palumbi, 1993).

L’observation d’écart à l’horloge moléculaire entre les lignées a rapidement

suscité l’intérêt de la communauté scientifique. En 1986, Britten propose que le

ralentissement chez les hominoïdes et l’accélération chez les rongeurs seraient dû

à des différences de sélection sur l’efficacité de la réplication ou de la réparation

de l’ADN. Mais rapidement Li et al. (1987) proposent une explication alternative

en accord avec la théorie neutraliste en réutilisant la conclusion de Laird et al.

(1969) qui avaient à l’époque été critiqués sur les temps de divergence utilisés : les

différences s’expliqueraient uniquement par le temps de génération, c’est-à-dire la

fréquence à laquelle l’ADN est répliqué pour former la génération suivante. Il y

aurait donc bien une accumulation constante des mutations, mais par génération

et non par unité de temps. Par la suite, Schlotteröer et al. (1991) suggèrent que le

faible taux d’évolution moléculaire des cétacés pourrait s’expliquer par une expo-

sition plus faible aux radiations. L’année suivante, Martin et al. (1992) expliquent

les différences observées entre les primates et les requins par l’effet du métabo-

lisme qui produirait des agents mutagènes. D’autres hypothèses se sont ajoutées

par la suite, faisant appel à la longévité (Nabholz et al., 2007), à la salinité (He-

bert et al., 2002) ou encore à la taille de population (Lynch, 2010a). Aujourd’hui,

à l’exception du temps de génération, aucune de ces hypothèses ne fait consensus.

Déterminer les facteurs qui contrôlent les variations de ce taux est ainsi un véri-

table défi qui anime les débats scientifiques depuis la découverte des déviations à

l’horloge moléculaire.

In fine, derrière tous ces facteurs, se pose la question de l’influence relative des

trois grandes forces -mutation, sélection, dérive- dans l’évolution des espèces. Cette

question qui a pris ses racines dans le débat entre sélectionnistes et neutralistes,

reste une question centrale en biologie évolutive dont l’objectif est d’identifier les

facteurs qui ont forgé la diversité des organismes que l’on observe aujourd’hui.
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Ceci explique l’intérêt porté au taux d’évolution moléculaire et à leur lien avec les

patrons de biodiversité (Gillman et Wright, 2013), la dynamique des populations

(Nikolaev et al., 2007), la diversification (Duchene et Bromham, 2013) ou encore

les interactions biotiques (Lutzoni et Pagel, 1997). Un aspect central de l’étude des

taux d’évolution moléculaires est leur lien avec les traits d’histoire de vie (Gillooly

et al., 2005; Thomas et al., 2010), qui permet d’aborder la question plus globale de

la rétroaction de l’histoire de vie des espèces sur leur trajectoire évolutive. Ainsi, la

compréhension des facteurs faisant varier les taux d’évolution moléculaire occupe

une place centrale en biologie évolutive et permet de faire l’interface entre les

processus évolutifs et l’écologie des organismes.

Le point de blocage scientifique majeur dans l’étude des taux d’évolution mo-

léculaire consiste à différencier tous les facteurs et à quantifier leur importance

relative. L’absence de consensus malgré la littérature foisonnante suggère que les

taux d’évolution moléculaire ne sont pas contrôlés par un seul facteur majoritaire.

D’autre part, la plupart de ses hypothèses ne sont pas mutuellement exclusives.

Cependant, l’établissement de l’importance relative de ces hypothèses se heurte à

plusieurs difficultés : premièrement, de nombreux facteurs covarient, rendant leur

déconvolution difficile, deuxièmement il existe des difficultés méthodologiques in-

hérentes à l’étude des taux d’évolution moléculaire et troisièmement, les taux

d’évolution moléculaire se calculant sur des temps très longs, l’expérimentation in

vitro permet difficilement de tester les différentes hypothèses. Ainsi, il faut trouver

in naturae les conditions permettant de tester les différentes hypothèses.

L’enjeu de cette thèse est ainsi d’identifier les facteurs à l’origine de variations

des taux de substitutions et d’évaluer leur importance relative. Afin de répondre

aux différentes difficultés soulevées, je ferai dans le premier chapitre, un bilan des

connaissances sur les taux d’évolution moléculaire, en m’attachant à apporter des

éléments permettant de faire la part des différentes hypothèses de la littérature

et aux moyens de les tester. Je présenterai ensuite, dans le deuxième chapitre,
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les méthodes permettant de tester les corrélations entre les taux d’évolution mo-

léculaire et d’autres facteurs en allant de la construction du jeu de données aux

méthodes statistiques, en passant par les méthodes de calcul des taux d’évolution

moléculaires. Le chapitre 3 présentera ensuite le modèle biologique des Asellidae

utilisé dans cette thèse et les données acquises sur ce groupe pour répondre aux

différents objectifs. Je présenterai ensuite dans les chapitres suivants, les résultats

obtenus lors de cette thèse : dans le chapitre 4, je présenterai les résultats obtenus

sur l’influence des traits d’histoire de vie des espèces sur leur taux d’évolution

moléculaire ; dans le chapitre 5, l’effet de l’environnement mutagène a été testé en

évaluant la corrélation entre les taux d’évolution moléculaire et la radioactivité

naturelle. Ces deux premiers chapitres de résultats ont fait l’objet de publications

qui sont en annexe de cette thèse et que je présenterai dans une version synthé-

tique en français dans le manuscrit. Dans le chapitre 6, je décrirai les résultats

obtenus sur les variations des taux d’évolution moléculaire en lien avec des gra-

dients environnementaux (température, productivité). Le chapitre 7 me permettra

ensuite de présenter l’impact de ses résultats sur les hypothèses de la littérature

et de proposer des perspectives à ce travail.
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Chapitre 1

Cadre conceptuel et objectifs

Le taux d’évolution moléculaire est la vitesse à laquelle les séquences d’ADN

accumulent des changements. Cette vitesse dépend à la fois du nombre de mu-

tations qui se produit au sein des individus (le taux de mutations, noté μ) et de

l’interaction entre la sélection et la dérive génétique qui détermine si ces mutations

vont persister dans la population ou disparaître (la probabilité de fixation, notée

p) (Bromham, 2009). On entend ainsi par taux d’évolution moléculaire, le taux de

mutations fixées dans la population (μ∗p), aussi appelé taux de substitutions (qui

ne doit pas être confondue avec le terme substitution en génétique qui désigne le

changement d’un nucléotide en un autre - i.e. une mutation ponctuelle dans le

cadre de cette thèse). De nombreux facteurs peuvent intervenir au cours de ce pro-

cessus de substitutions. Ainsi, déterminer les facteurs responsables de variations

du taux de substitutions demande dans un premier temps de comprendre à quel

étape du processus substitutionnel ces facteurs agissent pour pouvoir identifier

leurs effets. L’objectif étant ici d’identifier les facteurs responsables de variations

de taux de substitutions entre espèces, il est ensuite nécessaire de mettre en place

une analyse comparative tenant compte des relations phylogénétiques entre les

espèces, permettant de tester statistiquement ces variations. Cependant, l’étude
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des taux de substitutions par une approche phylogénétique se heurte à de nom-

breuses difficultés : premièrement un grand nombre de facteurs covarient, ce qui

rend difficile l’assignation d’un changement de taux d’évolution à un facteur en

particulier. Deuxièmement le calcul des taux de substitutions peut présenter des

difficultés affectant la puissance de l’analyse.

Dans ce chapitre, je m’attacherai ainsi à établir un état des connaissances

des facteurs agissant au cours du processus substitutionnel. La deuxième partie

détaillera les difficultés et lacunes qui empêchent une meilleure compréhension de

l’impact des différents facteurs sur les taux de substitutions. Je présenterai ensuite

comment ces difficultés ont été approchées à travers les objectifs de cette thèse.

1 Origine des variations du taux de substitu-

tions inter-spécifiques. Que dit la littérature ?

De nouvelles mutations apparaissent à chaque génération chez tous les orga-

nismes. Lorsqu’une nouvelle mutation apparaît elle peut soit disparaître, soit se

répandre dans la population jusqu’à être éventuellement trouvée chez tous les in-

dividus, on dit alors qu’elle est fixée. Ainsi, les facteurs qui modifient le taux de

substitutions peuvent agir aux différentes étapes entre l’apparition d’une mutation

et sa fixation dans la population. Dès le début de ce processus, des facteurs muta-

gènes peuvent favoriser l’apparition de nouvelles mutations. Ensuite, les facteurs

impactant la balance entre sélection et dérive vont déterminer si cette mutation

va se fixer. Enfin, à plus large échelle temporelle, le taux de substitutions est pro-

bablement sous l’influence de compromis évolutifs entre le fardeau mutationnel

(i.e l’accumulation de mutations délétères) et le coût de la réparation, le point

d’équilibre de ce compromis pourrait dépendre de la stratégie évolutive de l’espèce

(Figure 1.1).
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Figure 1.1 – Facteurs intervenant au cours du processus menant à la fixation ou à
la purge d’une mutation. Les facteurs interviennent à trois étapes de ce processus :
en modifiant le taux de mutations, la probabilité de fixation, ou l’équilibre du
compromis entre fardeau mutationnel et coût de la réparation.

1.1 Facteurs affectant le taux de mutations

Une mutation génétique est un changement de l’information génétique dans

les séquences nucléotidiques (ADN ou ARN). On peut distinguer plusieurs types

de mutations :

— Les mutations ponctuelles changent un nucléotide en un autre (e.g. une

base Adénine devient une Cytosine)

— Les insertions-délétions sont la perte ou le gain d’un ou plusieurs nucléo-

tides.

— Les insertions d’éléments transposables sont l’insertion, au milieu des sé-

quences, d’éléments mobiles autonomes : des séquences capables de se dé-

placer et se répliquer de façon totalement autonome dans le génome.

— Les réarrangements inter ou intra chromosomiques sont des échanges de

matériel génétique entre les chromosomes ou entre les régions d’un chromo-

some. Ces réarrangements se produisent généralement après une mauvaise
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réparation d’une cassure double-brin de l’ADN (Pfeiffer et al., 2000).

— Les duplications sont des multiplications du matériel génétique. Il peut

s’agir de la duplication d’un gène, d’un portion de chromosome, voir d’un

chromosome entier ou même du génome complet.

En revanche, les modifications épigénétiques ne sont pas considérées comme

des mutations car, si elles peuvent changer l’activité d’un gène, elles ne modifient

pas les séquences d’ADN.

Le taux de substitutions n’est estimé, dans l’immense majorité des cas, qu’à

partir des mutations ponctuelles (changement d’une base en une autre base).

Ainsi les autres types de mutations ne sont pas prises en compte dans l’analyse

de ces taux. De plus, une substitution ne peut se produire que si la mutation est

transmise à la descendance, ainsi seules les mutations germinales (i.e. mutations

dans l’ADN des cellules germinales) ont une influence sur le taux de substitutions.

Ces mutations se produisent soit en raison d’erreurs lors de la réplication de l’ADN

pendant la gamétogenèse, soit en raison de dommages physico-chimiques causés

à l’ADN par des agents appelés mutagènes. Des mécanismes de protection et de

réparation peuvent empêcher ou réparer ces mutations, le taux de substitutions

dépend donc aussi de l’efficacité de ces mécanismes (Figure 1.1).

Erreurs de réplication dans la lignée germinale

Pour assurer la réplication de l’ADN lors de la méiose et de la mitose, les

cellules disposent de multiples ADN polymérases (voir Hübscher et al., 2002).

Ces polymérases sont des complexes enzymatiques qui utilisent un brin d’ADN

comme matrice pour produire un brin d’ADN complémentaire. La fidélité de cette

réplication est assurée par trois mécanismes : (i) la sélectivité de l’ADN polymé-

rase, c’est-à-dire sa capacité à insérer la bonne base, (ii) l’activité exonucléase

intrinsèque à l’ADN polymérase qui est une auto-correction permettant de faire

une ‘relecture’ de la base précédemment insérée et de la corriger en cas d’erreur,
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et enfin (iii) l’activité de réparation des mésappariements, qui est un système

de correction post-réplication pour réparer les éventuelles erreurs restantes. Par

exemple, chez Escherichia coli, le taux d’erreurs de l’ADN polymérase avant auto-

correction se situe autour de 10−5 (une erreur sur 100 000 bases Schaaper, 1993).

L’activité exonucléase, permet de réduire le taux d’erreurs à 10−7. Après les cor-

rections post-transcriptionnelles le taux d’erreurs passe à 10−10. Les erreurs de

réplications lors de la méiose (et des mitoses) sont considérées comme la source

principale de mutations dans la lignée germinale. En effet, Chang et al. (1994)

montrent que, chez les rongeurs, le ratio du taux de mutations mâle/femelle est

équivalent au ratio du nombre de divisions méiotiques mâle/femelle. Ce résultat

suggère que, chez ces organismes, la majorité des mutations se produit lors de la

réplication. Cette prévalence des mutations générées lors de la réplication a ensuite

été montrée chez des organismes très éloignés phylogénétiquement allant de l’être

humain (Kong et al., 2012) aux champignons (Gangloff et al., 2017), suggérant

qu’il s’agit d’une règle universelle. Il faut cependant noter que même si elles sont

minoritaires, les mutations hors réplications existent et pourraient avoir un effet

important sur les trajectoires évolutives car elles sont différentes des mutations se

produisant lors de la réplication (Gangloff et al., 2017; Achaz et al., 2019). Ainsi,

si la majorité des mutations se produit lors de la réplication, le taux de substi-

tutions devrait dépendre fortement de deux paramètres : le taux d’erreurs - non

corrigées - lors de la réplication et le taux de réplications des cellules germinales

(nombre de réplications par unité de temps).

Taux d’erreurs lors de la réplication Le taux d’erreurs lors de la réplication

est variable selon les espèces. Nous avons vu que chez Escherichia coli, ce taux se

situe autour de 10−10. Mais déjà au sein de cette espèce, on observe des variations

importantes avec des phénotypes ‘mutateurs’ dont le taux d’erreurs montent à

10−5 (Matic et al., 1997). Ces différences chez les bactéries proviennent généra-

lement de mutations au niveau des gènes mutS et mutL qui sont impliqués dans
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la réparation des mésappariements après la réplication (Oliver et al., 2002). A

plus large échelle taxinomique, on observe de fortes variations de la fidélité de

la réplication. Alors que les virus à ARN montrent des taux d’erreurs de 10−4

(Drake, 1993), le taux de mutations chez l’humain se situe autour de 10−8, avec

des variations en fonction de l’âge des parents (Kong et al., 2012). Ces variations

de la fidélité de la réplication sont majoritairement expliquées dans la littérature

comme étant le résultat d’un compromis entre le coût de la fidélité de la réplication

et le fardeau mutationnel (Dawson, 1998, voir partie 1.3).

Taux de réplication de la lignée germinale Le taux de réplications de la

lignée germinale dépend, quant à lui, de deux paramètres : (i) le nombre de réplica-

tions subies par les cellules germinales pour donner de nouvelles cellules germinales

et (ii) le temps moyen qui s’écoule entre une génération de cellules germinales et

la suivante. Ce temps correspond au temps de génération.

Nombre de réplications des cellules germinales Le nombre de répli-

cation pour produire un gamète est extrêmement variable. Des différences s’ob-

servent même entre mâles et femelles d’une même espèce. Il a été montré chez

l’Homme et certains oiseaux que le nombre de divisions pour produire un sper-

matozoïde est plus important que pour un ovule : les mâles génèrent donc un

plus grand nombre de mutations que les femelles (Haldane, 1946; Li et al., 2002).

Ces différences viennent du processus de gamétogenèse qui est différent entre les

sexes et selon l’espèce. Par exemple les mammifères femelles produisent tout leur

stock d’ovocytes durant la phase embryonnaire. C’est-à-dire que l’individu ne pro-

duit des ovocytes que pendant une courte période embryonnaire et n’en produira

plus ensuite. En revanche, la spermatogenèse se fait de façon continue, amenant

à de nombreuses divisions de mitoses avant les divisions de méiose, et donc à un

plus grand nombre de divisions. Chez les protostomiens, la production semble se

faire tout au long de la vie de l’animal, de la même façon que les mammifères
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mâles, dans les deux sexes (Charniaux-Cotton, 1973). Chez les plantes, ce nombre

de divisions est un trait extrêmement plastique qui peut varier fortement entre

générations et entre espèces proches (Petit et Hampe, 2006). Les mécanismes de

différenciation de la lignée germinale chez les plantes sont encore assez mal connus.

Il a souvent été admis que cette différenciation ne se faisait que tardivement à par-

tir de cellules somatiques, cependant cette hypothèse repose sur peu de données

(voir review de Lanfear, 2018). Une étude récente (Wang et al., 2019) a montré

que le fraisier présente des taux de mutations dans les différents compartiments

de la plante compatibles avec une ségrégation précoce de la lignée germinale,

avec des mutations moins nombreuses dans les parties reproductrices. Cependant,

toutes les autres plantes de l’étude présentent une ségrégation tardive de leur li-

gnée germinale, suggérant ainsi qu’il n’existe pas de règle universelle. Chez les

plantes à ségrégation tardive, des mutations somatiques devraient être transmises

à la descendance. Lanfear et al. (2013) ont proposé que les variations du taux de

substitutions chez les plantes s’expliquent principalement par le taux de mitoses,

c’est-à-dire le nombre de divisions de mitoses par unité de temps subies par les

cellules somatiques qui donneront la lignée germinale.

Temps entre deux générations de cellules germinales Le temps de gé-

nération correspond au temps moyen qui s’écoule entre deux générations (Coale,

1972). L’hypothèse du temps de génération (Li et Tanimura, 1987) prévoit que le

taux de substitutions est plus élevé chez les espèces à temps de génération court,

car elles répliquent leur ADN plus de fois que les espèces à temps de génération

long sur un même intervalle de temps. L’effet du temps de génération a été décrit

chez les mammifères (Ohta, 1993), les oiseaux (Mooers et Harvey, 1994), les ar-

thropodes et mollusques (Thomas et al., 2010) et même chez les plantes (Smith

et Donoghue, 2008). Chez ces dernières, cet effet est encore mal compris car si la

ségrégation de la lignée germinale se fait très tardivement à partir de lignée so-

matique, le nombre de mutations présentes dans la descendance devrait dépendre
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principalement du taux de mitoses. Lanfear et al. (2013) font l’hypothèse que cette

différence de taux de substitutions entre les plantes à court et à long temps de gé-

nération pourrait être liée à la covariation de ce temps de génération avec le taux

de mitoses. C’est à dire que les plantes à temps de génération court répliqueraient

leurs cellules somatiques plus rapidement que les plantes à temps de génération

long.

Impact des agents mutagènes

Les organismes sont au contact d’agents mutagènes qui peuvent être extrin-

sèques (i.e. provenant de l’environnement) ou intrinsèques (générés par le métabo-

lisme). De nombreux agents extrinsèques dégradent l’ADN de façon physique (e.g.

rayonnements ionisants) ou chimique (e.g. la salinité). Certains de ces agents ont

des effets bien définis sur l’ADN. Par exemple, les rayonnements ultraviolets (UV)

sont connus pour provoquer des torsions de l’ADN par photo-excitation des sites

dipyrimidiques (i.e composés de cytosines et/ou de thymines), empêchant ainsi

la transcription (Setlow et Carrier, 1966). Afin de pouvoir transcrire cet ADN

endommagé des polymérases moins fidèles sont utilisés par la machinerie cellu-

laire. Le fonctionnement de ces polymérases provoque un changement de bases,

remplaçant les nucléotides endommagés par des thymines. Ainsi, une mutation

caractéristique des UV est le passage de CC vers TT (Brash, 2015). En revanche,

pour la plupart des autres agents mutagènes, aucune signature caractéristique

n’a été décrite, ce qui rend leur identification difficile. L’effet in situ des agents

mutagènes « naturels » extrinsèques sur l’ADN a toutefois rarement été mis en

évidence (Palmeira et al., 2006). Il existe trois explications principales à cela :

premièrement, les espèces présentent des comportements d’évitement et de pro-

tection, notamment vis-à-vis des rayonnements UV. Deuxièmement, les cellules

germinales sont souvent plus difficiles à atteindre pour des agents mutagènes que

les cellules somatiques. Troisièmement, certains agents mutagènes tels que les mé-
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taux lourds, n’ont qu’un effet indirect sur l’ADN en générant un stress au niveau

des cellules qui vont alors produire elles même des agents mutagènes, il est alors

difficile d’identifier l’origine de ce stress.

La production d’agents mutagènes intrinsèques à l’organisme a lieu lors du mé-

tabolisme de l’oxygène dans les mitochondries. Les réactions chimiques qui ont lieu

produisent des espèces réactives de l’oxygène (ROS) qui causent des dommages

aux nucléotides (Barja, 2002). La production de ces ROS est un résultat du fonc-

tionnement normal du métabolisme. Lorsque le taux métabolique augmente, la

respiration mitochondriale s’intensifie, on s’attend donc à une augmentation de la

quantité de ROS produite. L’hypothèse du taux métabolique (Martin et al., 1992)

prévoit ainsi une augmentation du taux de substitutions chez les espèces ayant un

taux métabolique élevé. La quantité de mutations générées par le stress oxydant

étant beaucoup plus élevée dans l’ADN mitochondrial que dans l’ADN nucléaire

(Richter et al., 1988), on s’attend à un impact plus important du stress oxydant

sur le génome mitochondrial que sur le nucléaire. Les études sur la relation entre

taux de substitutions et taux métabolique ont fourni des résultats équivoques.

Pour certaines, cette relation est inexistante (Mooers et Harvey, 1994; Bromham

et al., 1996), alors que pour d’autres, elle est positive (Martin et Palumbi, 1993;

Bleiweiss, 1998; Gillooly et al., 2005). Toutefois, la plupart des études rapportant

une relation positive utilisent des proxy du taux métabolique (e.g. la taille corpo-

relle ou la température de l’environnement), ne tiennent pas compte de l’inertie

phylogénétique entre taxons (voir Chapitre 2) et ne concernent souvent que les

mammifères. Lanfear et al. (2007) ont repris l’ensemble des études portant sur la

relation entre taux métabolique et taux d’évolution moléculaire et ne montrent

pas de relation. Cependant, le nombre de gènes utilisés dans cette étude pour le

calcul des taux est faible et les analyses statistiques peu puissantes, suggérant

que si le taux métabolique a un effet, ce n’est pas un facteur prédominant. A

cela, il y a plusieurs explications : premièrement, l’activité de la chaîne respira-
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toire est plus faible dans les cellules germinales que dans les cellules somatiques

(Paula et al., 2013). Deuxièmement, pour un même taux métabolique, la quantité

de ROS générée varie en fonction de l’efficacité de la chaîne respiratoire. Enfin,

l’impact des ROS sur l’ADN dépend de l’efficacité des mécanismes de protection

et de réparation (Galtier et al., 2009).

Les séquences sont donc exposées en permanence à des agents mutagènes.

Cependant, il existe des mécanismes qui permettent d’empêcher ces agents mu-

tagènes de créer des mutations. Ainsi, les espèces riches en GC seraient moins

sensibles à ces agents (Boussau et al., 2008; Naya et al., 2002). En effet, les bases

A-T sont reliées par deux liaisons hydrogènes, alors que les bases G-C en comptent

trois, ce qui les rend plus difficiles à endommager. Pour ce qui est des agents mu-

tagènes intrinsèques, il existe de nombreuses défenses antioxydantes (superoxyde

dismutase, catalase), qui prennent en charge les ROS afin de les empêcher d’at-

teindre les molécules (Hulbert et al., 2007). Ainsi, les mutations dues aux ROS ne

se produisent que lorsque la balance entre leur production et les systèmes d’élimi-

nation est déséquilibrée.

Systèmes de réparation des mutations

L’ADN subit en permanence des dommages qu’il est nécessaire de réparer.

Nous avons vu que les erreurs lors de la réplication sont corrigées par l’activité

exonucléase des ARN polymérases et par le système de réparation des mésappa-

riements, avec une efficacité très variable entre les espèces (Drake et al., 1998).

Ce système est spécifique à la réplication et a la particularité de n’intervenir que

sur le brin nouvellement formé. Dans ce cas particulier, les mutations se font uni-

quement sur ce brin et le système peut utiliser le brin matrice pour réinsérer la

bonne base. Les dommages causés par les agents mutagènes peuvent créer des

lésions de différents types. A chaque type de lésion correspond un système de ré-

paration (voir Friedberg et al., 2005, pour un descriptif complet des systèmes de
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réparation) :

— La réparation par réversion des dommages : Les dommages causés par les

UV ou encore l’alkylation sont un des rares types de mutations réversibles.

Pour ces types de mutations, il existe des mécanismes permettant sim-

plement de revenir en arrière sans retirer de base. Par exemple, chez les

Procaryotes et certains Eucaryote, il existe une photolyase capable de di-

rectement transférer un électron aux dimères de pyrimidines formés par

les UV afin de réparer la lésion (qui avait été créée par l’arrachage d’un

électron par les rayonnements UV).

— La réparation par excision de base (BER) intervient lorsqu’une seule base

est endommagée. La base en question est retirée par une glycosylase puis

une ADN polymérase remplace la base en utilisant l’autre brin comme

matrice.

— La réparation par excision de nucléotides (NER) intervient lorsque plu-

sieurs bases sont endommagés. Une endonucléase coupe la région endom-

magée, puis une ADN polymérase synthétise la région en utilisant le brin

complémentaire comme matrice.

— La réparation par jonction d’extrémité non homologue (NHEJ) permet de

réparer les cassures double brins sans avoir besoin de matrice. Elle ne res-

taure pas la séquence initiale mais restaure la continuité de l’ADN. Pour

cela, les bases endommagées autour de la cassure sont retirées et les deux

parties sont ensuite reliées. Ce système de réparation engendre générale-

ment une délétion au niveau de la cassure.

— La réparation par recombinaison homologue intervient également dans le

cas de cassure double brin. Cependant, une étape de recherche de séquence

homologue permet d’utiliser un autre brin d’ADN comme matrice pour

réparer la lésion.

Tous ces systèmes permettent ainsi d’assurer la stabilité de l’ADN. Cependant,
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il arrive que certaines mutations ne soient pas réparées. Lorsqu’une fourche de

réplication est confrontée à une lésion non réparée, soit parce qu’elles n’ont pas

été détectées, soit parce que les dommages se produisent pendant la réplication

dans la phase où l’ADN est simple brin, ce qui empêche la réparation, la synthèse

du brin peut être ralentie, voir bloquée. Cependant l’ADN a une certaine tolérance

pour les mutations et des mécanismes permettent de contourner les lésions lors de

la réplication. Il existe ainsi des polymérases translésionnelles qui permettent de

répliquer les zones endommagées. Contrairement aux polymérases réplicatives, ces

polymérases sont capables d’ajouter des nucléotides face aux nucléotides lésés. Ces

polymérases sont toutefois beaucoup moins fidèles que les polymérases réplicatives

et créent ainsi des mutations lors de la réplication (voir Baynton et Fuchs, 2000,

pour une review sur la synthèse translésionnelle). Ainsi, l’efficacité des mécanismes

de réparation, et en particulier l’efficacité à détecter les mutations pour déclencher

ces mécanismes, mais aussi la fidélité des polymérases translésionnelles pourrait

influer sur le taux de substitutions. La difficulté à caractériser l’efficacité de ces

différents mécanismes fait qu’ils ont été très peu considérés dans l’étude des taux

de substitutions.

1.2 Niveau populationnel : variation de la probabilité de

fixation

Une mutation non réparée dans la lignée germinale se transmet à la descen-

dance et va, soit disparaître, soit augmenter en fréquence dans la population jus-

qu’à éventuellement arriver à fixation. La probabilité de fixation dépend de la

balance entre la partie aléatoire, c’est-à-dire la dérive génétique, et les forces di-

rectionnelles, c’est-à-dire la sélection naturelle et le biais de conversion vers GC.

Si l’on ignore pour le moment ce biais de conversion vers GC (nous y reviendrons

à la fin de cette partie), la fixation d’une mutation dans la population dépend

donc de la balance entre dérive génétique et sélection naturelle. La force de la
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dérive génétique dépend de la taille efficace de population (notée Ne). Lorsque

Ne augmente, la force de la dérive génétique diminue, car l’impact proportionnel

de chaque événement aléatoire qui concerne un seul individu diminue. La force

de la sélection dépend du caractère avantageux ou délétère de la mutation, qu’on

appelle valeur sélective (noté s). Ainsi pour les mutations très fortement délétères

ou très fortement avantageuses (|s| > 1/Ne), la dérive aura très peu, voir aucun

effet. De la même façon, pour une mutation totalement neutre (s = 0), la sélec-

tion n’aura pas d’effet, seul le hasard déterminera si cette mutation se répandra

dans la population ou non. En revanche la fixation des mutations intermédiaires,

c’est à dire légèrement délétères ou légèrement avantageuses (s≈1/Ne) dépend des

effets combinés de la sélection naturelle et de la dérive génétique. Ainsi quand Ne

décroît, une mutation légèrement délétère (ou avantageuse) peut devenir effecti-

vement neutre. La valeur sélective d’une mutation n’est cependant pas une valeur

absolue, elle dépend de la valeur de trait qui est étudié. En effet, si le trait étudié

est déjà à sa valeur optimale dans le contexte dans lequel vit l’organisme, alors

une mutation sera souvent délétère. En revanche si le trait est très loin de cette

valeur optimale, cette même mutation pourrait avoir un effet positif. Ainsi, on

peut représenter les probabilités de fixation des mutations sous la forme d’une

distribution des effets de fitness (notée DFE). Cette DFE prend en compte la

valeur sélective de la mutation dans les conditions actuelles (taille de population

et valeur de trait, Figure 1.2).

Ainsi, on peut voir que la balance entre la sélection et la dérive va modifier

la probabilité de fixation des mutations ayant un effet sur la fitness de l’individu,

en revanche la fixation des mutations totalement neutres ne dépend pas du tout

de la sélection naturelle mais uniquement de la dérive génétique. Cette dérive est

plus forte dans les petites populations, cependant la théorie prédit que cet effet est

exactement contrebalancé par l’augmentation du polymorphisme dans les grandes

populations (Kimura, 1983), amenant à un taux de fixation indépendant de Ne.
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Figure 1.2 – Exemples fictifs de distributions des effets de fitness pour des mu-
tations se produisant sur un trait dont la valeur est proche de l’optimum (α) ou
éloignée de l’optimum (β), dans une population de taille efficace (Ne) petite ou
grande. On peut voir que la valeur actuelle du trait change la distribution de la va-
leur sélective (s) des mutations alors que la taille de population change l’équilibre
entre la valeur sélective et la force de la dérive (s ∗ Ne).

Lynch (2010a) propose cependant qu’une baisse de Ne entraîne une baisse de

l’efficacité de la sélection sur le contrôle des taux de mutations (efficacité de la

réplication et de la réparation), augmentant le taux de substitutions neutres (voir

partie 1.3).

Une autre force directionnelle qui peut influencer la probabilité de fixation est

la conversion génique biaisée vers GC (gBGC). Ce biais est lié au fait que, lors de

la recombinaison méiotique, un mésappariements entre une base A ou T et une

base C ou G aura tendance à être converti plus souvent vers les bases G ou C. Ce
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biais ne change pas la probabilité de mutations (car il ne s’agit pas d’un nouveau

variant, les deux formes existaient déjà dans les cellules parentales) mais modifie la

probabilité de fixation et ressemble ainsi à de la sélection directionnelle (Nagylaki,

1983). Tout comme la sélection, l’intensité de ce biais augmente avec la taille de

population. Cependant, c’est un processus neutre car les bases ainsi favorisées le

seront indépendamment de leur effet sur la fitness. Si une mutation vers C ou G se

produit, elle aura plus de chance d’arriver à fixation qu’une mutation vers A ou T.

Ainsi, le patron substitutionnel sera impacté d’une façon qui mime une sélection

vers les bases GC. L’effet sur le taux de substitutions global va dépendre de la

force du biais et de la composition en bases des séquences. En effet, si une séquence

est riche en AT, la gBGC va faire augmenter le taux de substitutions global. A

l’inverse, la gBGC fera baisser le taux de substitutions global si la séquence est

riche en GC (Duret et Arndt, 2008). Les modifications de taux de substitutions

seront alors accompagnées d’une modification de la composition en bases. Deux

effets notables de ce biais permettent de le distinguer de la sélection naturelle : le

biais est plus fort sur les régions fortement recombinantes et se fait sur toutes les

positions de l’ADN, même neutres (Galtier et Duret, 2007).

1.3 Compromis évolutifs

Si les mutations sont ‘le carburant’ nécessaire pour l’évolution, ces mutations

sont aussi la source de maladies, de malformations et de mortalité (Lynch, 2010b;

Jackson et Loeb, 1998). Ainsi, ces mutations peuvent être à l’origine d’une réduc-

tion de la fitness, soit via la production de descendants non viables, soit via une

réduction de la longévité entraînant une baisse de la fécondité. Si la majorité des

mutations sont neutres ou délétères comme le prévoit la théorie quasi-neutraliste

de l’évolution (Kimura, 1968; Ohta, 1973; Eyre-Walker et Keightley, 2007), les

organismes devraient tous évoluer vers un taux de mutations nul. Cependant, une

réduction du taux de mutations pourrait également avoir un coût. Deux prin-
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cipaux coûts sont évoqués dans la littérature : le coût physiologique des méca-

nismes empêchant les mutations et le coût évolutif d’une évolvabilité faible. Le

point d’équilibre du compromis entre ces coûts et le fardeau mutationnel pourrait

dépendre des traits d’histoire de vie de l’espèce.

Coût physiologique. Réduire le taux de mutations demande d’augmenter l’ef-

ficacité de la machinerie de réplication et/ou de la réparation afin d’empêcher,

de détecter ou de réparer plus de mutations. L’évolution d’un système parfait se

heurte à deux problèmes majeurs : premièrement un système de réplication ou de

relecture qui ne laisserait passer aucune erreur serait probablement très coûteux

énergétiquement et/ou serait extrêmement lent, ralentissant ainsi la vitesse de

réplication. Les organismes ayant besoin d’une vitesse de réplication élevée pour

survivre ne pourraient donc pas évoluer vers un tel système. L’hypothèse du coût

de la fidélité (Dawson, 1998) propose qu’il existe un compromis entre le coût de

la réplication et le fardeau mutationnel. Selon cette hypothèse, il existe un taux

de mutations évolutivement stable qui dépend des espèces. Cette hypothèse est

soutenue par une étude montrant que des drosophiles prélevées dans la nature puis

exposées in vitro à des agents mutagènes développent rapidement des adaptations

pour réduire leur taux de mutations basal qui reste ensuite stable (Nöthel, 1987).

Deuxièmement, il pourrait exister des effet pléïotropes sur les différents systèmes

de réparation. En comparant le taux de mutations de phages ayant différents al-

lèles ‘anti-mutateurs’ sur le gène codant pour l’ADN polymérase, Drake (1993)

montrent que ces phages ont des taux de mutations équivalent au type ‘normal’,

suggérant que lorsque l’efficacité de la polymérase est améliorée pour certaines

mutations, elle est réduite pour les autres types de mutations.

Coût évolutif. Une réduction du taux de mutations implique également un

plus petit nombre de changements sur lesquels l’évolution (sélection naturelle ou

dérive) peut agir. Ainsi, une baisse du taux de mutations pourrait impacter la
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rapidité des processus évolutifs pour les espèces. Même si d’autres mécanismes

(e.g. l’hybridation ou les mécanismes épigénétiques) pourraient permettre une

évolution sans mutations, un trop faible nombre de mutations pourrait amener à

l’incapacité des populations à générer de la variabilité génétique héritable permet-

tant de s’adapter à un environnement changeant. Plusieurs auteurs ont proposé

qu’un taux de mutations élevé amènerait une diversification plus rapide (Duchene

et Bromham, 2013; Lanfear et al., 2010). Cette proposition est à la base d’hy-

pothèses controversées liant patron de répartition de la biodiversité et taux de

substitutions. L’evolutionary speed hypothesis (Rohde, 1992) propose ainsi que

les différences de température vont impacter soit directement (par une augmen-

tation du métabolisme), soit indirectement (par des changement de temps de

génération) les taux de mutations, qui vont eux même impacter la diversification,

expliquant ainsi la variation latitudinale de biodiversité. L’integrated evolutionary

speed hypothesis (Gillman et Wright, 2013) va encore plus loin en proposant que

tous les patrons de répartition de la biodiversité (latitude, altitude, profondeur

des océans) peuvent s’expliquer par des variations de taux de mutations ou de

substitutions causées par les conditions environnementales. Ces hypothèses re-

posent cependant sur l’idée que la diversification serait limitée par la mutation.

Alors que certains auteurs trouvent une corrélation positive entre le taux de di-

versification et le taux de substitutions (Barraclough et Savolainen, 2001; Jobson

et Albert, 2002; DugoCota et al., 2015), d’autres ne confirment pas cette corré-

lation (Goldie et al., 2011). Certains auteurs proposent qu’une telle corrélation

pourrait s’expliquer, à l’inverse, par une augmentation du taux de substitutions

suite à un événement de spéciation en raison d’une augmentation très forte de la

sélection positive sur certains locus ou en raison d’une réduction de la taille de

population en cas d’isolement reproducteur (Pagel et al., 2006; Venditti et Pagel,

2010). Cette hypothèse peine cependant à expliquer la relation entre taux de sub-

stitutions neutres et diversification. Lynch (2010a) propose qu’une réduction de la
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taille de population pourrait amener à une augmentation du taux de substitutions

synonymes par une baisse de l’efficacité de la sélection (et donc une augmentation

de la dérive génétique) sur les gènes contrôlant le taux de mutations. Certaines

études montrent, en effet, une relation négative entre la taille de population et

le taux de mutations (Piganeau et Eyre-Walker, 2009; Lartillot et Delsuc, 2011).

Cependant, Martincorena et Luscombe (2013) évaluent que les taux de mutations

observés empiriquement sont à minima 2 à 3 fois supérieurs à la limite imposée

par la dérive génétique seule, suggérant que l’effet de la taille de population sur

les taux de substitutions neutres est probablement négligeable par rapport à la

balance entre le fardeau mutationnel et le coût des mécanismes qui empêchent

les mutations. Ainsi, si la présence d’un coût physiologique est bien supporté par

les données, le coût évolutif d’un faible taux de mutations est encore largement

discuté.

Compromis. Le taux de mutations serait donc au coeur d’un compromis entre

le fardeau mutationnel et le coût d’un faible taux de mutations. Le point d’équi-

libre de ce compromis, c’est-à-dire le taux de mutations évolutivement stable,

pourrait cependant ne pas être identique pour toutes les espèces. En effet, le far-

deau mutationnel, tout comme le coût d’une réplication plus lente dépendent des

caractéristiques des espèces. Ainsi, le taux de mutations serait un trait à part

entière de la stratégie évolutive d’une espèce, dont la valeur optimale dépend de

ses autres traits d’histoire de vie. Deux traits semblent prépondérants dans ce

compromis : le nombre de descendants et la longévité.

La corrélation positive montrée par Welch et Waxman (2008) entre taux de

substitutions synonymes nucléaires et la fécondité chez des mammifères semble

indiquer que les espèces pour lesquelles les individus produisent peu de descen-

dants transmettent moins de mutations. Ce résultat appuie l’hypothèse de Britten

(1986) qui propose que pour une espèce ayant un petit nombre de descendants, la
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sélection devrait favoriser l’investissement parental, c’est-à-dire la production de

jeunes de ’bonne qualité’. En effet, la mort de l’un d’entre eux représentant une

proportion importante des descendants, maintenir un faible taux de mutations

évite ainsi de produire une quantité importante de jeunes ayant des mutations

délétères. Ainsi, les espèces ayant peu de descendants devraient subir des pres-

sions de sélection sur les gènes impliqués dans le contrôle du taux de mutations

(réplication, réparation, protection).

La relation négative entre la longévité et le taux de substitutions (Martin

et Palumbi, 1993; Hua et al., 2015) a longtemps servi de support à l’hypothèse

du taux métabolique (voir partie 1.1). Les défauts de cette hypothèse, ainsi que

les échecs de démonstration empirique (Lanfear et al., 2007) ont amené Nabholz

et al. (2007) à proposer l’hypothèse de longévité. Cette hypothèse se base sur

les théories qui lient le vieillissement des organismes au fonctionnement de la

mitochondrie. Harman (1956) est le premier à proposer que les radicaux libres

(ou espèces réactives de l’oxygène, notées ROS) produits par la respiration mi-

tochondriale provoquent le vieillissement de l’organisme. Ces ROS produits par

le métabolisme de l’oxygène vont endommager la plupart des molécules dans les

cellules, aussi bien les lipides membranaires (Esterbauer, 1993) que les molécules

d’ADN (Ames, 1989). Ainsi, l’accumulation des dommages au cours de la vie

de l’organisme va peu à peu entraîner sa sénescence. Aujourd’hui, la théorie du

vieillissement mitochondrial (voir Kujoth et al., 2007, pour une review complète)

propose que les ROS vont endommager les molécules dans les cellules et notam-

ment les molécules d’ADN qui codent pour le fonctionnement de la chaîne res-

piratoire mitochondriale. Cette chaîne respiratoire va ainsi perdre en efficacité

et produire plus de ROS. L’organisme entre donc dans un cercle vicieux qui va

l’amener graduellement vers la sénescence. La rapidité de ce processus détermi-

nerait ainsi la longévité des organismes. Cette rapidité dépend de la quantité de

ROS produits par la chaîne respiratoire mitochondriale, mais aussi de l’efficacité
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des mécanismes de protection et de réparation des dégâts causés par les ROS.

Ainsi, Nabholz et al. (2007) ont proposé que chez les organismes longévifs, il y a

une pression de sélection forte pour maintenir des systèmes de réparation et de

protection contre les ROS afin de ralentir la vitesse du vieillissement et d’éviter

la production de mutations délétères avant la reproduction de l’animal. En sup-

posant que ces systèmes dans les cellules somatiques sont les mêmes que dans les

cellules germinales, les organismes longévifs devraient avoir un taux de mutations

germinal également plus faible.

1.4 Démêler les hypothèses

Les hypothèses concernant les variations de taux de substitutions sont nom-

breuses et il semble difficile d’évaluer leur importance respective. En effet toutes

ces hypothèses cherchent à expliquer les patrons de variations de taux de substi-

tutions observés et, en particulier, les relations entre les traits d’histoire de vie et

le taux de substitutions. Les traits d’histoire de vie étant fortement corrélés entre

eux, mais aussi avec d’autres paramètres tels que le taux métabolique ou la taille

de population, de nombreuses hypothèses décrivent le même patron mais avec un

mécanisme sous-jacent différent. Ainsi, très peu d’entre elles sont consensuelles

dans la communauté scientifique. Si on s’intéresse aux principales hypothèses (Fi-

gure 1.3), on peut voir par exemple que trois hypothèses sont fondées sur l’idée

d’une balance entre les coûts des mécanismes empêchant les mutations et les bé-

néfices d’un taux de mutations faibles (hypothèse de l’investissement parental,

hypothèse de Lynch et l’hypothèse du coût de la fidélité).

D’autre part, on peut observer que des hypothèses différentes impliquent des

traits d’histoire de vie fortement corrélés entre eux, mais selon un mécanisme

très différent. Ainsi, le temps de génération et la longévité sont deux facteurs très

fortement corrélés (au moins chez les mammifères) et les hypothèses relatives à ces

traits devraient aboutir au même patron mais par des mécanismes très différents.
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Figure 1.3 – Synthèse des hypothèses proposées dans la littérature expliquant
les variations de taux de substitutions. Les hypothèses sont encadrées, les facteurs
impliqués dans ces hypothèses sont indiqués en bleu. Ces facteurs agissent à dif-
férentes étapes du processus de substitution de l’apparition d’une mutation à la
substitution.

Ainsi, il est nécessaire, pour démêler toutes ces hypothèses, d’établir des attendus

théoriques plus précis. Trois moyens permettent notamment de distinguer une

grande partie de ces hypothèses : (i) la comparaison entre les substitutions sur

des positions neutres (substitutions synonymes) et sur des positions non neutres

(substitutions non-synonymes). (ii) La comparaison entre les taux de substitutions

observés dans le compartiment mitochondrial et le compartiment nucléaire. (iii)

L’effet observé sur les gènes liés au taux de mutations, c’est-à-dire impliqués dans

des fonctions de réparation ou de fidélité de la réplication (Table 1.1).

Le taux de substitutions synonymes (noté dS) correspond aux substitutions qui

ne modifient pas la séquence protéique du gène. On oppose ce taux de substitutions

synonymes, au taux de substitutions non-synonymes (noté dN). Sous l’hypothèse

qu’une mutation qui ne modifie pas la séquence protéique est neutre, le taux de

substitutions synonymes correspond au taux de mutations. En effet, la probabilité

de fixation des mutations neutres ne dépend ni de la taille de population, ni de
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Table 1.1 – Synthèse et attendus des hypothèses relatives aux facteurs faisant
varier les taux de substitutions. Les différentes hypothèses relatives aux facteurs
faisant varier les taux de substitutions peuvent se différencier en fonction de leurs
prédictions sur le taux de substitutions synonymes (dS) ou non-synonymes (dN),
sur l’ADN mitochondrial (mtDNA) ou nucléaire (mtDNA) et sur les gènes dont les
fonctions pourraient faire varier le taux de mutations. Pour certaines hypothèses,
d’autres prédictions doivent être testées.

Hypothèse Prédiction dN VS
dS

Prédiction
mtDNA VS

nuDNA

Gènes liés au taux de
mutations Autres prédictions

Taille de
population dN uniquement Pas de prédiction Effet similaire au reste du

génome
dN augmente dans le

génome entier
Sélection
naturelle dN uniquement Pas de prédiction Aucun effet dN augmente sur les gènes

sous sélection

Hypothèse de
Lynch (Ne)

Impact dN >>
dS

Pas de prédiction

dN/dS augmentent sur les
gènes impliqués dans la

réparation et la fidélité de
la réplication dans les

petites populations (de la
même façon que sur tous

les gènes)

dN/dS augmente sur tous
les gènes

Hypothèse de
longévité Impact dN ≤ dS

Effet plus
important sur

mtDNA (ROS)

Efficacité des gènes
impliqués dans la

réparation et la fidélité de
la réplication corrélée à la

longévité de l’espèce

Hypothèse du
taux métabolique Impact dN ≤ dS

Effet plus
important sur

mtDNA (ROS)

Effet similaire au reste du
génome

dS corrélé à la quanité de
dommages causés par les

ROS dans le tissu
germinal

Hypothèse du
temps de

génération
Impact dN ≤ dS

Effet identique
sur les deux

compartiments

Effet similaire au reste du
génome

Hypothèse de
l’investissement

parental
Impact dN ≤ dS

Effet identique
sur les deux

compartiment

Efficacité des gènes
impliqués dans la

réparation et la fidélité de
la réplication corrélée à la
l’investissement parental

Hypothèse du
coût de la fidélité Impact dN ≤ dS

Effet identique
sur les deux

compartiments

Efficacité des gènes
impliqués dans la

réparation et la fidélité de
la réplication corrélée au

taux de croissance

Impact d’agents
mutagènes Impact dN ≤ dS

Effet identique
sur les deux

compartiments

Effet similaire au reste du
génome

dS corrélés à la quantité
d’agents mutagènes dans

le milieu
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la sélection (voir partie 1.2). Ainsi, les variations de taux de substitutions causées

par la taille de population ou la sélection naturelle n’impactent que le dN et pas le

dS. La sélection n’affecte généralement pas un nombre important de positions, en

estimant le taux de substitutions à l’échelle du génome, c’est-à-dire sur de nom-

breux gènes ayant des fonctions très différentes, les taux de substitutions estimés

devraient majoritairement refléter l’effet de la dérive génétique et non de la sé-

lection. Les vecteurs de maladie constituent toutefois une exception notable : des

études suggèrent que des bactéries ayant un taux de mutations global plus élevé

pourrait acquérir un avantage sélectif pour échapper aux défenses de son hôte

(Giraud et al., 2002). A l’inverse, une diminution radicale des pressions de sélec-

tion pourrait également entraîner une augmentation du dN à l’échelle du génome.

Ce type de changement a été montré lors de la transition vers le mutualisme, car

de nombreuses fonctions, auparavant vitales, sont alors apportées par l’hôte, relâ-

chant la sélection sur de nombreux gènes à la fois (Lutzoni et Pagel, 1997). Ainsi, il

est nécessaire de s’assurer en amont que le dS est une bonne estimation du taux de

mutations. Les autres hypothèses impliquant un changement dans le taux de mu-

tations devraient impacter le dS et le dN. Si la pression de sélection purifiante est

forte, le dN devrait être moins impacté. L’hypothèse de Lynch (2010a) impliquant

un effet indirect de la taille de population est un peu à part car le relâchement de

la sélection sur les gènes impliqués dans le taux de mutations devraient impacter

le dN et le dS mais la réduction de taille de population associés devrait impacter

uniquement le dN. Ainsi, l’ampleur de l’effet devrait être plus importante sur le dN

que sur le dS. Cependant, nous venons de voir que d’autres mécanismes peuvent

faire augmenter le dN. Ainsi, tester l’hypothèse de Lynch demande de vérifier qu’il

y a effectivement une sélection relâchée sur les gènes impliqués dans la réparation

et la fidélité de la réplication.

D’autre part, les hypothèses sur les variations de taux de mutations ne pré-

voient pas toutes des effets similaires sur le compartiment nucléaire et le compar-
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timent mitochondrial. En effet, les ROS étant produits dans la mitochondrie, leur

impact mutagène devraient être plus important sur le génome mitochondrial que

nucléaire (voir partie 1.1). Ainsi, on s’attend à ce que l’effet des ROS soit plus

marqué sur le taux de mutations mitochondrial que nucléaire. Les autres hypo-

thèses prévoient un effet similaire sur les deux compartiments, cette prédiction

restant toutefois à démontrer.

Une fois ces deux paramètres pris en compte, l’analyse seule des taux de substi-

tutions ne permet plus de distinguer les hypothèses. Il est alors nécessaire d’évaluer

les pressions de sélection qui s’exercent sur les gènes liés au taux de mutations

(gènes de réparation, de gestion des ROS, de réplication, appelés MRg par la

suite). En effet, plusieurs hypothèses sont fondées sur l’idée que la sélection na-

turelle pourrait agir sur l’efficacité de ces MRg (hypothèse du coût de la fidélité,

de l’investissement parental, de longévité mais aussi l’hypothèse de Lynch). Un

moyen d’évaluer les pressions de sélection qui s’exercent sur les MRg est de com-

parer le dN et le dS. Si le ratio dN/dS est proche de 0 alors le gène évolue sous

forte sélection purifiante (la plupart des mutations non neutres sont éliminées), si

dN/dS est proche de 1, le gène évolue de façon neutre, si le dN/dS est supérieur

à 1, le gène évolue sous sélection positive (des mutations non neutres sont sé-

lectionnées). Les hypothèses qui proposent que la sélection naturelle va entraîner

une augmentation ou une baisse de l’efficacité des protéines codées par les MRg,

entraînant ainsi une baisse (ou une augmentation) du dS prévoient ainsi que le

dN/dS de ces gènes devraient covarier avec le dS. Cependant, l’efficacité d’un gène

n’est pas forcément corrélée à son dN/dS, en effet on peut imaginer qu’une seule

mutation puisse impacter fortement l’efficacité d’un gène. Ainsi, une meilleure fa-

çon d’évaluer les hypothèses qui sont basées sur un changement d’efficacité des

MRg serait de mesurer le taux de mutations quand le gène est activé ou inactivé

(CRISPR-CAS9).

Enfin, certaines hypothèses ne peuvent pas être différenciées sur la base de
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traits moléculaires. En effet, différencier l’hypothèse de l’investissement parental

et du coût de la fidélité demande d’estimer la corrélation entre le dS et les traits

biologiques impliqués dans ces hypothèses. Alors que l’investissement parental

concerne l’énergie allouée à chaque descendant, le coût de la fidélité concerne

le coût de la réplication. Selon cette hypothèse les espèces à croissance rapide

devraient avoir une sélection relâchée sur le fidélité de la réplication afin de pouvoir

répliquer leur ADN (et donc leur cellules) rapidement. Cependant, le taux de

croissance étant généralement corrélé à l’investissement, il est nécessaire de mettre

les deux facteurs dans la même analyse afin d’évaluer lequel explique la plus grande

partie de la variance.

Ainsi des approches couplant physiologie, études biométriques et génétique

fonctionnelle permettraient de démêler ces hypothèses. Cependant, il est néces-

saire pour cela de disposer d’estimations robustes des taux de substitutions, mais

également d’une approche comparative assez puissante pour distinguer ces hy-

pothèses. Tester des relations entre taux de substitutions en relation avec des

traits ou des facteurs environnementaux présente quelques particularités qu’il est

nécessaire de prendre en compte.

2 Difficultés et lacunes dans l’étude des taux

d’évolution moléculaire

Il existe ainsi de nombreuses hypothèses quant aux facteurs affectant le taux

de substitutions. A l’exception de l’hypothèse du temps de génération et de l’ef-

fet indéniable des agents mutagènes, aucune de ces hypothèses ne fait consensus

dans la communauté scientifique. Et au-delà de leur validation, l’impact relatif

des différents facteurs est totalement inconnu. En effet, pour la plupart des fac-

teurs, certains articles confirment leur impact alors que d’autres non. On peut

trouver plusieurs explications à ces divergences importantes : (i) la covariation
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entre les traits d’histoire de vie, (ii) l’utilisation de traits actuels pour expliquer

des variations de taux à long terme, (iii) l’utilisation de données moléculaires

ne permettant pas une estimation précise des taux de substitutions et enfin (iv)

un échantillonnage taxinomique ne permettant pas d’affirmer l’universalité des

hypothèses.

Covariation entre les traits d’histoire de vie. Les hypothèses liées aux

traits d’histoire de vie sont confrontées à la covariation importante entre les fac-

teurs, en lien avec la stratégie évolutive de l’espèce. Ainsi, une espèce longévive a

tendance à avoir un temps de génération long, un taux métabolique réduit, peu

de descendants et une faible taille de population. Une corrélation entre l’un de

ces facteurs et le taux de substitutions n’a donc pas valeur de démonstration.

Cependant, nous avons vu qu’en testant plus formellement les attendus de chaque

hypothèse sur les deux compartiments génomiques, sur les différents taux de sub-

stitutions (synonymes ou non-synonymes), ainsi que sur les gènes impliqués dans

le taux de mutations, on peut faire la part de certaines de ces hypothèses.

Différence de temporalité. Lorsque l’on fait une corrélation entre le taux de

substitutions et d’autres facteurs (traits d’histoire de vie ou environnement), un

problème qui se pose est la différence temporelle entre l’estimation du taux de

substitutions sur un intervalle de temps (i.e. une branche) et la mesure du facteur

qui est immédiate. En effet, le taux de substitutions est un taux moyen calculé sur

le temps que représente une branche (voir Chapitre 2, 1). Le taux de substitutions

obtenu est donc le reflet de l’histoire évolutive de l’espèce. En revanche, les traits

ou paramètres environnementaux que l’on corrèle à ce taux sont mesurés dans le

présent. Afin de contourner ce problème, il est possible de modéliser l’évolution

du trait le long de la branche et de le corréler à l’évolution du taux. C’est le prin-

cipe du logiciel CoEvol (Lartillot et Poujol, 2011), qui permet ainsi de modéliser

l’évolution de traits d’histoire de vie évoluant de façon continue. Pour les traits
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phénotypiques évoluant de façon binaire, une reconstruction des changements de

traits peut-être effectuée (Mayrose et Otto, 2011). Cependant, cette différence

de temporalité est rarement prise en compte dans les faits et certains traits ne

peuvent pas être facilement modélisé (e.g. changement d’habitat).

Données moléculaires utilisées. L’estimation des taux de substitutions pré-

sente aussi de nombreuses difficultés. Étant effectuée sur une phylogénie, elle dé-

pend de la capacité des modèles à estimer les paramètres à partir de l’information

contenue dans les données. Cette information dépend à la fois des temps de diver-

gence entre les espèces et du nombre de marqueurs moléculaires utilisés. Le temps

de divergence entre les espèces dépend de l’échantillonnage taxinomique. Lorsque

les espèces sont phylogénétiquement trop éloignées, les substitutions multiples

entraînent une sous-estimation du nombre réel de substitutions, par effet de satu-

ration. Il est possible de pallier ce problème en ne comptant que les substitutions

rares. Cependant, au delà des problèmes d’estimation, la pertinence biologique de

comparaisons entre des espèces ayant des traits trop différents, telle qu’entre les

primates et les rongeurs (Li et al., 1996) est discutable. En effet, comparer deux

espèces qui diffèrent par un grand nombre de traits d’histoire de vie, ne permet

pas d’assigner une différence de taux à un trait en particulier. Pour ce qui est

du nombre de marqueurs moléculaires, si les études plus récentes commencent à

utiliser des données génomiques, le nombre de marqueurs utilisé est généralement

faible dans la littérature (entre 1 et 15). Ainsi, les estimations sont effectuées avec

peu de substitutions et sont potentiellement plus liées à l’histoire des gènes utilisés

qu’à celles des espèces.

Échantillonnage taxinomique. Enfin, à quelques exceptions près, la plupart

des études ont été effectuées sur des vertébrés endothermes (mammifères et oi-

seaux). Ce biais taxinomique pose deux problèmes. Premièrement, il est difficile de

généraliser les processus décrits à tous les animaux (et encore moins aux plantes).
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Deuxièmement, certaines hypothèses sont difficiles à tester sur ces animaux. Par

exemple, tester l’hypothèse selon laquelle les animaux vivant près de l’équateur

auraient un taux de substitutions plus élevé sous l’effet de la température en rai-

son du lien avec le taux métabolique (Rohde, 1992) est discutable sur des animaux

endothermes.

Ainsi, il apparaît que pour faire avancer la connaissance sur les facteurs res-

ponsables des variations des taux d’évolution moléculaire, il est nécessaire (i) de

mettre au point des plans expérimentaux permettant de faire la part des différents

facteurs, (ii) de prendre en compte la différence de temporalité entre le temps sur

lequel le taux de substitutions est calculé et la mesure des traits actuels, (iii)

d’effectuer des comparaisons entre des espèces ayant des temps de divergence adé-

quats et n’ayant pas des phénotypes trop différents (iv) de mettre au point des

jeux de données ayant un grand nombre de marqueurs moléculaires et enfin (v) de

tester les hypothèses proposées dans la littérature sur des animaux ectothermes.

3 Objectifs de la thèse

L’objectif global de cette thèse est ainsi de tester les hypothèses principales

concernant les variations de taux de substitutions entre les espèces Pour cela,

nous avons couplé les particularités des Asellidae souterrains avec des données de

séquençage dans les deux compartiments génomiques. Cet objectif global est ainsi

composé de trois objectifs :

Objectif 1 : Tester le lien entre les taux de substitutions et les traits

d’histoire de vie.

La majorité des hypothèses sur les taux de substitutions s’est focalisée sur

leur lien avec les traits d’histoire de vie (temps de génération, longévité, taux

métabolique). Afin de déconvoluer ces différentes hypothèses, nous avons utilisé

la transition vers le milieu souterrain afin de comparer des espèces ayant des traits
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d’histoire de vie différents (espèces de surface versus espèces souterraines). Afin de

déconvoluer les différentes hypothèses, nous avons utilisé leurs attendus différents

sur les compartiments nucléaires et mitochondriaux.

Objectif 2 : Tester le lien entre les taux de substitutions et l’environ-

nement mutagène.

Très tôt dans l’étude des variations de taux de substitutions, l’environnement

mutagène a été proposé comme un facteur pouvant faire varier ces taux (Schlot-

teröer et al., 1991). Cependant, ce facteur a été très peu considéré par la suite,

probablement pour des raisons principalement techniques : il est en effet très diffi-

cile de comparer des espèces soumises à des environnements mutagènes différents

in naturae, en ayant plusieurs réplicats indépendants, et en s’assurant que les es-

pèces vivent dans ces environnements mutagènes depuis assez de générations pour

que cet environnement ait un effet mesurable sur le taux de substitutions mesuré

sur des millions d’années. En utilisant des espèces souterraines, qui dispersent

très peu, nous avons comparé des espèces vivant dans des habitats géologiques

très variés et ayant ainsi des expositions contrastées à la radioactivité naturelle

afin d’en évaluer l’impact sur les taux de substitutions. Les espèces souterraines

présentent l’avantage de ne pas être exposées aux UV permettant d’éliminer l’effet

de ce facteur potentiellement mutagène.

Objectif 3 : Évaluer les hypothèses proposant un lien entre patrons de

diversité à l’échelle globale et taux d’évolution moléculaire.

En 1992, Rhode propose “L’Evolutionary Speed Hypothesis” qui explique le

patron latitudinal de biodiversité par des changements de taux de mutations en-

gendrés par les facteurs environnementaux. De nombreuses études ont cherché à

tester ce lien entre les taux d’évolution moléculaire et les facteurs environnemen-

taux variant latitudinalement, donnant des résultats parfois contradictoires mais
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généralement plutôt en faveur de cette hypothèse. Cependant ces études souffrent

de nombreuses lacunes, notamment le fait que très peu d’entre elles ont évalué

l’effet de l’environnement sur des taux de substitutions neutres, ne permettant pas

ainsi de montrer un lien avec le taux de mutations et donc de tester réellement

l’hypothèse de Rohde. Le dernier objectif de cette thèse sera ainsi d’utiliser deux

jeux de données : (i) la phylogénie complète des Asellidae échantillonnés à ce jour

pour calculer des taux d’évolution moléculaire sur un grand nombre d’espèces (ii)

64 espèces pour lesquelles les transcriptomes ont été séquencés afin de calculer les

taux d’évolution sur un grand nombre de gènes. Dans les deux cas, les espèces sont

réparties sur un gradient latitudinal. Ces données seront couplées à des données

environnementales (latitude, température, productivité) afin d’évaluer l’existence

d’une corrélation avec les taux de substitutions (synonymes ou non synonymes).
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Tester les hypothèses relatives

aux taux d’évolution moléculaire

Lorsque l’on cherche à tester une corrélation entre deux traits chez différentes

espèces, les traits sont mesurés directement sur les individus de ces espèces. La

particularité des taux de substitutions est qu’ils ne peuvent pas être calculés di-

rectement sur une espèce, et sont estimés en comparant les séquences d’espèces

différentes. Ainsi, estimer le taux de substitutions consiste à estimer le nombre de

substitutions qui se sont produites dans une lignée sur une période de temps défi-

nie. Ce nombre de substitutions est estimé en calculant la longueur des branches

le long d’une phylogénie. Tester la corrélation entre un trait et le taux de substi-

tution consiste donc à tester la relation entre ce trait mesuré chez une espèce et le

taux de substitutions calculé sur la (ou les) branche(s) menant à cette espèce. La

plupart des analyses statistiques font l’hypothèse que les observations sont indé-

pendantes entre elles. Cependant, dans le cas de comparaisons interspécifiques, le

fait que deux espèces proches ont tendance à se ressembler plus que deux espèces

éloignées rend les données non-indépendantes. C’est ce que l’on appelle l’inertie

phylogénétique. La Figure 2.1 montre un cas extrême où la corrélation entre deux
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Figure 2.1 – Influence de l’inertie phylogénétique dans les corrélations. Une phy-
logénie “extrême” montrant deux clades composés chacun de 20 espèces (Gauche).
Et une relation typique de deux traits évoluant de façon Brownienne le long de
cette phylogénie (Droite). La ligne pointillée noire montre la relation lorsque la
phylogénie n’est pas prise en compte dans l’analyse, les lignes pointillées bleue et
orange montrent la relation à l’intérieur de chaque clade 1.

traits provient uniquement de la structure hiérarchique des données créée par les

relations phylogénétiques entre les taxons. On voit à travers cet exemple que la

non prise en compte de ces relations entraîne une surestimation de la corrélation

entre les traits. Les approches comparatives phylogénétiques (phylogenetic com-

parative methods, noté PCM) ont été inventées pour tenir compte de cette inertie

dans les données. Il existe plusieurs méthodes et le choix de l’une d’entre elles

dépend (i) de la question posée, (ii) des données disponibles et (iii) des connais-

sances sur la phylogénie des espèces étudiées. Après avoir présenté comment les

taux de substitutions sont calculés, je présenterai les différentes PCM et les cas

dans lesquels elles peuvent être utilisées, ainsi que les tests statistiques associés à

ces méthodes.

1. Inspiré de “Phylogenies and the Comparative Method”, Felsenstein Joseph, volume 125 No.
1 pp. 1-15, copyright (1985) ; avec la permission de American Society of Naturalists, permission
transmise par Copyright Clearance Center, Inc.
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1 Estimer les taux d’évolution moléculaire

Quelque soit la méthode ou les tests utilisés, le calcul des taux de substitutions

se fait toujours à partir d’un alignement de séquences et éventuellement d’une

phylogénie. Il est ensuite nécessaire de choisir le modèle d’évolution et les méthodes

utilisées pour estimer les taux de substitutions. Dans le cas où la datation des

noeuds est nécessaire, il faut alors estimer les temps de divergence.

Les données

Les taux d’évolution moléculaires sont estimés à partir d’un alignement de

séquences. Ainsi la qualité de cet alignement est un point crucial de l’estimation.

La qualité de l’alignement dépend non seulement du fait de bien aligner les posi-

tions homologues, mais également des taxons et des séquences qui constituent cet

alignement. En fonction des méthodes utilisées pour estimer les taux de substi-

tutions et des connaissances sur les relations de parenté du groupe, la phylogénie

sera reconstruite de façon conjointe ou une phylogénie pourra être imposée.

Il existe de nombreux algorithmes permettant d’aligner des séquences (e.g.

clustalw (Thompson et al., 2003), muscle (Edgar, 2004), prank (Löytynoja et

Goldman, 2008), MAFFT (Katoh et Standley, 2013). Leur performance dépend

notamment du type de séquence (gène ribosomique, gène protéique) mais aussi de

la divergence entre les séquences. Lorsque les séquences sont très différentes (soit

parce qu’elles évoluent vite, soit parce que les taxons sont très distants), il est pré-

férable de faire l’alignement en protéines. Il est parfois impossible d’être certain de

l’homologie de deux positions, dans ce cas des outils permettent d’éliminer les sites

qui montrent des variabilités trop importantes (e.g. (Gblocks Castresana, 2000).

Cependant, dans le cas de contaminations ou d’erreurs d’assemblage (chimères,

décalages du cadre de lecture), les procédures automatisées ne sont généralement

pas très performantes et vont soit ne pas détecter les problèmes (dans le cas de

la contamination), soit retirer un grand nombre de sites en raison d’un mauvais
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alignement. Idéalement, il est donc préférable de vérifier les alignements de visu.

La précision de l’estimation dépend, d’autre part, de l’échantillonnage taxino-

mique. En effet, un trop faible nombre de taxons ou un manque d’échantillonnage

dans une partie de l’arbre ne permettra pas aux méthodes de reconstruction de

placer les mutations sur les bonnes branches de l’arbre, impactant ainsi la qua-

lité de l’estimation. Ainsi, il est préférable d’estimer les taux d’évolution sur le

maximum de taxons possibles et de ne récupérer les taux d’évolution que pour

les taxons d’intérêt plutôt que d’effectuer une estimation sur un nombre réduit

de taxons. Cependant l’ajout de taxons peut amener à créer un déséquilibre du

nombre de taxons entre les clades, ce qui peut créer un artefact de densité de

noeuds, et peut aussi amener à insérer un grand nombre de branches très courtes

dans la phylogénie. Ces courtes branches posent des difficultés pour l’estimation

des taux de substitutions.

En effet, un élément important dans l’estimation du taux de substitutions est

le nombre de substitutions sur lequel il est calculé. L’estimation du taux de sub-

stitution est effectuée sur un intervalle de temps (i.e. une longueur de branche)

pendant lequel le taux de substitutions varie selon un mouvement brownien. Cette

estimation est donc moins précise que la mesure directe d’un trait, car le taux de

substitutions fluctue autour de la moyenne sur cet intervalle de temps. Ainsi, pour

avoir une estimation précise il est nécessaire d’avoir un nombre suffisant de don-

nées. Dans le cas des taux de substitutions, la quantité de données est le nombre

de substitutions sur cet intervalle de temps. Lorsque ce nombre est trop faible,

soit parce que les espèces ont divergé trop récemment, soit parce que les séquences

sélectionnées évoluent trop lentement ou encore parce que le nombre de positions

dans l’alignement est trop faible, il y a trop peu de mutations et on a alors un

problème d’incertitude autour de la mesure qui nuit à la fiabilité de l’estimation.

L’estimation sur les branches très courtes est alors beaucoup plus variable que sur

les branches très longues. Cette hétéroscédasticité réduit de façon importante la
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puissance de l’analyse comparative. Pour éviter ce problème, Welsch et Waxman

(2008) ont proposé un test permettant de définir la divergence minimale entre les

séquences dans le jeu de données. Les branches terminales en dessous de ce seuil

doivent être retirées de l’analyse. Afin d’éviter cette réduction du jeu de données

qui peut parfois être importante, Hua et al. (2015) ont proposé l’utilisation d’une

régression de Poisson plutôt qu’une régression linéaire. La régression de Poisson

permet de modéliser la survenue d’événements rares (ici la mutation) dans un

intervalle de temps. Inclure explicitement dans le modèle que sur un court in-

tervalle de temps, la probabilité d’observer une mutation est faible, permet de

tenir compte de la différence dans l’estimation des taux de substitutions entre les

courtes et longues branches. Cependant, la comparaison d’espèces ayant divergées

récemment pose aussi le problème du polymorphisme ancestral. En effet, les mo-

dèles d’évolution considèrent toutes les différences observées entre deux espèces

comme étant des substitutions s’étant produites après la divergence de ces deux

espèces. Si deux individus pris dans les deux espèces montrent des différences qui

viennent en fait de polymorphisme dans la population ancestrale, la divergence de

ces positions est en réalité plus ancienne que la spéciation. Des mutations s’étant

produites avant la spéciation seront modélisées comme s’étant produites après la

spéciation. Ainsi, le polymorphisme ancestral a tendance à augmenter le taux de

substitutions réel (Charlesworth, 2010). Lorsque l’on compare des espèces ayant

divergé depuis longtemps, ce polymorphisme représente une très faible proportion

des substitutions et est donc négligeable. En revanche, lorsque les espèces compa-

rées ont divergées récemment, ce polymorphisme peut représenter une proportion

importante des substitutions. Ainsi, il est préférable d’éviter d’inclure dans les

jeux de données des espèces ayant divergé récemment.

A l’inverse, un nombre trop élevé de mutations pose également des problèmes

dans l’estimation des taux de substitutions. En effet, si plusieurs mutations se sont

produites sur le même site de l’alignement, les méthodes de reconstruction vont
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difficilement pouvoir retracer l’histoire substitutionnelle. Dans ce cas les modèles

vont sous-estimer le taux de substitutions sur les longues branches de l’arbre.

C’est ce que l’on appelle la saturation. Pour éviter ce problème il est nécessaire

de veiller à ne pas faire des comparaisons entre espèces trop divergentes. Il est

également possible de ne compter que les mutations les plus rares, en comptant

par exemple uniquement les transversions qui sont plus rares que les transitions.

Enfin, la qualité de l’estimation dépendra fortement des marqueurs utilisés

dans l’alignement. Premièrement parce qu’une bonne estimation des taux d’évo-

lution demande un nombre suffisant de mutations pour faire le calcul, deuxiè-

mement parce qu’un seul marqueur ne permet pas d’estimer le taux d’évolution

moléculaire génomique. En effet, il existe de fortes variations du taux de substi-

tutions entre les compartiments génomiques et entre les gènes d’une même espèce

(e.g. Wolfe et al., 1987, 1989). Ainsi, pour étudier l’influence d’un facteur sur les

variations de taux d’évolution, il est nécessaire de calculer ces taux sur plusieurs

marqueurs, provenant idéalement de compartiments génomique différents.

Le calcul

Les longueurs de branches sont généralement calculées avec des méthodes de

maximum de vraisemblance (PhyML (Guindon et al., 2010), fastTree (Price et al.,

2010), RaxML (Stamatakis, 2014), IQtree (Nguyen et al., 2015),...) ou bayésiennes

(PhyloBayes (Lartillot et al., 2009), CoEvol (Lartillot et Poujol, 2011), MrBayes

(Ronquist et Huelsenbeck, 2003), Beast (Drummond et Rambaut, 2007),...). La

méthode du maximum de Parcimonie est à exclure des analyses de taux d’évo-

lution car elle n’admet pas plus d’une substitution par site sur chaque branche

de l’arbre, elle modélise ainsi très mal les mutations dans les séquences. Les dif-

férentes méthodes utilisent des modèles d’évolution qui font des suppositions sur

le processus substitutionnel, ainsi le choix du modèle d’évolution est un para-

mètre important de l’estimation des taux d’évolution moléculaire. Des logiciels
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permettent de déterminer le modèle correspondant le mieux aux données (e.g.

jModelTest (Posada, 2008)). Bien que généralement le modèle le plus complexe

(GTR+G+I) donne des résultats similaires au modèle le plus ajusté (Abadi et al.,

2019), ce n’est pas toujours le cas (Arbiza et al., 2011). Certains logiciels ne per-

mettent toutefois pas d’utiliser le modèle le plus ajusté.

Calcul du temps de divergence

Selon l’approche utilisée pour tester les variations de taux d’évolution molécu-

laire (voir partie 2), il peut-être nécessaire de calibrer la phylogénie dans le temps,

c’est-à-dire de dater les événements de spéciation. La datation d’événements de

spéciation peut se faire sur la base de données moléculaires, de données fossiles, ou

de données paléogéographiques (régressions marines, mouvements tectoniques).

Il existe de nombreuses méthodes de datations moléculaires (PhyloBayes (Lar-

tillot et al., 2009), MCMCtree (Yang, 2007), Beast (Drummond et Rambaut,

2007)). Ces méthodes utilisent la vitesse d’évolution des séquences pour dater les

événements de spéciations. Nous avons déjà vu que l’hypothèse d’horloge molécu-

laire est rarement vérifiée, les séquences n’évoluent donc pas de façon homogène le

long de la phylogénie. Ainsi, ces méthodes estiment des taux différents sur chaques

branches de l’arbre. Selon le modèle, ces taux peuvent être auto-corrélés (le taux

estimé sur une branche dépend du taux estimé sur la branche ancestrale) ou tota-

lement libres (non-corrélés). L’utilisation d’une horloge auto-corrélée semble plus

réaliste et donne de meilleures résultats dans la plupart des cas (Lepage et al.,

2007).

Les données moléculaires seules permettent ainsi d’estimer, avec plus ou moins

de précision, les taux de substitutions sur une échelle de temps relative. En re-

vanche, elle ne permettent pas de dater sur une échelle de temps absolue (i.e en

millions d’années). Pour cela il est nécessaire d’inclure des données fossiles ou

paléogéographiques. Les fossiles d’un âge supérieur à 1Ma n’ont pas d’ADN ex-
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ploitable. Ainsi, ces deux types de données sont utilisées de façon similaire dans

les phylogénies : non pas via des données moléculaires mais en positionnant sur

l’arbre des points de calibration. Les données fossiles permettent d’avoir accès à

des lignées disparues. L’analyse de ces fossiles permet de classer ces organismes

disparus au sein de la phylogénie (avec une plus ou moins grande incertitude). Ces

fossiles sont datés (e.g. via l’analyse de la couche sédimentaire dans laquelle ils

sont retrouvés), ce qui permet de faire des hypothèses telles que : le groupe X est

apparu il y a au moins N millions d’années, car un fossile du groupe X datant de

N millions d’années a été retrouvé. Les données paléogéographiques s’utilisent de

la même façon. Par exemple, si l’on voit qu’un clade terrestre s’est diversifié dans

un lieu restreint qui était sous la mer durant une période géologique, on peut faire

des hypothèses telles que : le clade X s’est diversifié au plut tôt après le retrait de

la mer, il y a N millions d’années. On peut ainsi ajouter ces informations aux logi-

ciels de datations moléculaires en indiquant des intervalles de dates pour certains

noeuds dans l’arbre, permettant ainsi d’obtenir des dates absolues de divergence.

On peut alors diviser les taux de substitutions obtenues sur une branche, par le

temps que présente cette branche, on obtient ainsi un taux de substitutions par

million d’années moyen par branche. Le logiciel CoEvol permet d’éviter l’étape de

division en modélisant directement le taux par intervalle de temps. Si des points

de calibrations sont intégrés dans l’analyse, la sortie est un taux par million d’an-

nées, en l’absence de point de calibration, l’âge de la racine est fixé à 1 et le taux

est alors en âge relatif.

2 Les différentes approches comparatives

Dans le cas des taux d’évolution moléculaire, on peut distinguer deux grands

types d’approches : les approches en deux étapes qui estiment les taux d’évolution

sur les branches de l’arbre, ces taux sont ensuite corrélés aux traits d’intérêt ; et

les approches intégratives, qui modélisent la co-évolution entre le taux de substi-
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tutions et les traits d’intérêts.

2.1 Approches en deux étapes

Approche par paires d’espèces

Une des approches les plus utilisées pour tester des différences de taux de

substitutions est l’approche par paires d’espèces. Cette approche consiste à échan-

tillonner deux espèces qui diffèrent pour le trait qui nous intéresse et qui partagent

un ancêtre commun exclusif dans l’arbre (Figure 2.2a). Les taux de substitutions

sont ensuite calculés sur les branches allant de cet ancêtre commun à chacune

des deux espèces actuelles. On considère qu’à partir de la spéciation, les traits

évoluent de façon indépendantes. La différence de taux d’évolution entre ces deux

espèces (appelée contraste) est donc ensuite considérée comme une variable indé-

pendante. On peut ainsi corréler le contraste du trait étudié (e.g. une différence de

longévité), avec le contraste de taux de substitutions. Cette approche à l’avantage

de permettre un traitement statistique simple avec des tests standards et ne de-

mande pas de connaissance poussée de la phylogénie. Elle permet d’inclure dans la

même analyse des paires d’espèces de groupes très éloignés. Par exemple, Thomas

et al. (2010) ont utilisé cette approche qui leur a permis de tester l’influence du

temps de génération sur une très grande diversité d’arthropodes sans disposer de

la phylogénie complète du groupe. Cette approche a cependant le défaut de ne pas

prendre en compte toute l’information contenue dans la phylogénie, ainsi l’inertie

phylogénétique entre les deux membres d’une paire est prise en compte, mais pas

celle entre les paires. De plus, la puissance statistique est fortement réduite car il

faut deux espèces pour obtenir un point dans l’analyse. Enfin, lorsque les relations

de parentés entre les taxons sont mal établies ou les données non disponibles, le

calcul des taux de substitutions est effectué sur seulement 3 taxons (les deux qui

forment la paire et un groupe externe), ce qui pose des problèmes d’estimation,

comme nous l’avons vu dans la partie précédente. Dans cette approche, pour tes-
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Figure 2.2 – Quatre type d’analyse comparative pour tester des associations entre
des traits et des taux de substitutions. La phylogénie sous-jacente est identique
mais la méthode diffère de par la façon dont les taux de substitutions sont estimés.
Les lignes grises indiquent la partie de la phylogénie qui est utilisée pour l’estima-
tion des taux de substitutions. L’approche par paires d’espèces (a) et par branche
terminale (b) estiment les taux à partir des branches terminales de la phylogé-
nie. L’approche par paires d’espèces (a) ne demande aucune datation, et la plus
grande partie de la phylogénie n’a pas besoin d’être connue (lignes pointillées).
La méthode des branches terminales (b) nécessite de connaître la phylogénie com-
plète et de dater les noeuds terminaux (en rouge). Les méthodes ‘root-to-tip’ (c)
et lignée complète (d) utilisent les taux de la phylogénie complète et nécessite que
toutes les dates soient connues2.

ter la relation entre le taux de substitutions et un trait, c’est la relation entre

la différence de taux d’évolution entre les deux membres des paires et la diffé-

rence de traits entre ces deux membres qui est testée. Ces différences, appelées

contrastes, sont considérées comme statistiquement indépendantes. Ainsi, les tests

statistiques standards qui ne prennent pas en compte la phylogénie peuvent être

utilisés : régression linéaire (si distribution normale), test de Wilcoxon...

2. Reprinted from Trends in Ecology and Evolution Vol 25 issue 9, Robert Lanfear, John
J.Welch and Lindell Bromham, “Watching the clock : Studying variation in rates of molecular
evolution between species", Pages No. 495-503, Copyright (2010), with permission from Elsevier.
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Approche utilisant l’arbre complet

Une autre approche consiste à effectuer le calcul du taux de substitutions sur

toutes les branches de l’arbre. Pour cela, la phylogénie de toutes les espèces à étu-

dier est reconstruite. Cela nécessite donc d’être en mesure de reconstruire cette

phylogénie. Ensuite, en fonction de la question posée, seules les branches termi-

nales ou la totalité des branches peuvent être utilisées. Si l’on souhaite corréler

les taux de substitutions aux traits actuels, alors, on utilise les branche termi-

nales de l’arbre, qui sont alors considérées comme les taux d’évolution actuels.

Cette approche nécessite que les valeurs de taux de substitutions soient compa-

rables entre les espèces, les taux de substitutions doivent donc être exprimés par

unité de temps. Les noeuds terminaux doivent donc être datés, au moins de façon

relative (Figure 2.2b).

L’approche de la racine à la feuille (root-to-tip) a été proposée pour corréler les

taux de substitutions à un processus ayant cours sur l’arbre entier (Figure 2.2c).

Elle consiste à additionner les valeurs des longueurs de branches de la racine à

la feuille. Elle a été utilisée dans le cadre de l’étude des taux de diversification

pour tester la corrélation entre les taux de substitutions et le nombre d’événe-

ments de spéciation menant à une espèce (DugoCota et al., 2015). Cependant

cette approche présente de nombreux problèmes, notamment le fait de compter

de multiple fois les mêmes branches ainsi que les mêmes événements de spéciation.

D’autre part cette approche est, par nature, très sensible à l’artefact de densité de

noeuds. Cet artefact engendre une sous-estimation du taux de substitutions dans

les zones de l’arbre où il y a moins de taxons (Fitch et Bruschi, 1987; Hugall et

Lee, 2007). Il est créé par le fait que, dans les zones où il y a moins de taxons,

les substitutions multiples (i.e. plusieurs substitutions sur le même site de l’ali-

gnement) ne peuvent pas être détectées, menant ainsi à une sous-estimations du

nombre de substitutions réelles. La présence de ce biais peut, à lui seul expliquer,

la corrélation entre diversification (estimé par le nombre de taxons dans un clade)
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et taux de substitutions dans les études utilisant la méthode root-to-tip. Ainsi

de nombreuses études utilisant cette méthode ont été invalidées ou remises en

question (Hugall et Lee, 2007).

Enfin, il est possible de corréler les taux estimés sur chaque branche de l’arbre

avec la valeur du trait estimé sur chaque branche (Figure 2.2d). Cette approche

nécessite non seulement de dater tous les noeuds de l’arbre afin que toutes les

mesures de taux de substitutions soient à la même échelle, mais aussi d’avoir

une estimation des traits ancestraux sur chaque noeud de l’arbre. Cette approche

peut-être utilisée avec des données de modélisation de traits ancestraux ou avec

des données fossiles. Dans les faits, cette approche a été très peu utilisée, au profit

de nouvelles méthodes de modélisation conjointe des taux et des traits.

Pour ces approches, les valeurs obtenues ne sont pas indépendantes. Il est donc

nécessaire de prendre en compte l’inertie phylogénétique. Des tests ont été dévelop-

pés dans ce but. La première méthode qui a été proposée pour prendre en compte

la phylogénie est le PIC (Phylogenetically Independant Contrasts, Felsenstein,

1985). Cette méthode calcule les contrastes sur tous les noeuds de l’arbre et per-

met d’obtenir des valeurs ‘corrigées pour la phylogénie’, indépendantes entre elles.

On peut alors faire les tests statistiques standards (modèles linéaire, wilcoxon).

Cette méthode suppose d’avoir une phylogénie avec des longueurs de branches

connues. De plus, la méthode suppose que les traits évoluent de façon brownienne

le long des branches de la phylogénie. De ce mouvement brownien, résulte une

distribution normale du trait dans la phylogénie. Cependant certains mécanismes

(e.g. comme la sélection stabilisante) rendent le modèle brownien inapproprié pour

modéliser l’évolution des traits. Pour ces différentes raisons, Grafen et Hamilton

(1989) puis Martins et Hansen (1997) ont proposé une généralisation de la mé-

thode de Felsenstein permettant d’intégrer d’autres modèles d’évolution ainsi que

des polytomies dans la phylogénie. Cette méthode consiste à appliquer les modèles

des moindres carrés généralisés (GLS) à la phylogénie (PGLS). Une matrice car-
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rée de variance-covariance est construite à partir de la phylogénie (la covariance

quantifiant la ressemblance entre deux espèces et la variance, la divergence depuis

leur ancêtre commun) qui est ensuite utilisée dans le modèle. Ce test s’applique

toutefois uniquement à des traits évoluant de façon continue. Liang et Zeger (1986)

ont introduit l’utilisation des modèles linéaires généralisés appliqués à des données

corrélées (generalized estimating equations GEEs) afin de gérer des traits binaires

ou catégoriels.

2.2 Approche de modélisation de la co-évolution entre traits

et taux de substitutions

Dans les approches précédentes, les taux de substitutions sont modélisés de fa-

çon totalement indépendante des traits auxquels on cherche à les associer. Ainsi,

les taux de substitutions sont estimés dans une première étape puis un test est en-

suite effectué pour tester la corrélation entre ces taux et les traits étudiés. D’autres

approches cherchent à reconstruire de façon conjointe l’évolution du phénotype et

le taux de substitutions le long de la phylogénie. Ainsi, O’Connor et Mundy (2009)

ont proposé une approche qui permet de détecter une corrélation entre un trait

binaire et le taux de substitutions de certains sites. Cette méthode permet de dé-

tecter, dans les séquences, des sites associés au trait testé mais ne permet pas de

tester une association entre le taux de substitutions global et le phénotype. C’est

pourquoi Mayrose et Otto (2011) ont proposé une approche permettant de tester

la corrélation entre le phénotype et le taux de substitutions global. Pour un carac-

tère binaire, les changements de ce caractère d’un état à l’autre sont modélisés le

long de la phylogénie grâce à des modèles d’évolution phénotypique. L’évolution

des séquences est ensuite modélisée en fonction des changements d’états de carac-

tère sous l’hypothèse que le taux de substitutions est influencé par ce caractère.

Le modèle est ensuite comparé à un modèle nul dans un test de comparaison de

vraisemblance. Ces approches demandent une phylogénie enracinée et datée. Pour
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tester la corrélation entre les taux de substitutions et les traits, un test de rapport

de vraisemblance (LRT) est effectué afin de tester la différence d’adéquation du

modèle aux données entre un modèle nul (qui considère que le taux de substitu-

tions évolue indépendamment du trait) et le modèle qui considère que le taux de

substitutions évolue sous l’influence du trait.

La seule méthode permettant à ce jour d’analyser la relation entre les taux

de substitutions et un trait continu a été proposée par Lartillot et Poujol (2011).

Cette méthode permet de reconstruire les valeurs des traits et des taux de sub-

stitutions le long de la phylogénie et d’estimer conjointement la covariance entre

les traits, ainsi qu’entre les traits et les paramètres du modèle d’évolution. Alors

que les approches précédentes estiment les taux de substitutions comme étant la

moyenne des taux de substitutions le long d’une branche, l’approche de Lartillot

et Poujol (2011) modélise le taux de substitution instantané le long des branches

de l’arbre comme un paramètre évoluant de façon continue. Cette approche mo-

délise ainsi les traits phénotypiques et les taux de substitutions dans un même

processus multivarié, permettant ainsi, non seulement, d’utiliser les données mo-

léculaires pour obtenir une estimation des traits phénotypiques passés, mais aussi

de tester la corrélation entre les différents traits phénotypiques et entre les taux

de substitutions et les traits phénotypiques. Cette approche offre la possibilité

d’inclure des points de calibrations permettant de dater les évènements de spécia-

tion dans l’arbre, mais en leur absence, l’arbre est arbitrairement calibré à 1, on

obtient alors des valeurs de taux de substitutions comparables entre les différentes

branches de l’arbre. Pour ce qui est du test statistique, la matrice de covariance est

estimée grâce à des méthodes de Monte-Carlo par chaînes de Markov. La chaîne

est échantillonnée pour obtenir une distribution postérieure de chaque entrée de

la matrice de covariance. A partir de cette matrice, le coefficient de corrélation

entre les traits avec les taux de substitutions est calculé pour chaque point de la

distribution postérieure. La probabilité postérieure d’une corrélation est obtenue
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simplement en comptant la proportion des points pour lesquels le coefficient de

corrélation est supérieur à zéro. Dans le cas ou plusieurs traits sont inclus dans

l’analyse, la co-variation entre tous ces traits est également modélisé. On obtient

alors des probabilités postérieures partielles, reflétant la corrélation entre les traits

et les taux d’évolution, corrigées pour la covariation avec les autres traits.

3 Approche choisie dans cette thèse

Nous venons de voir qu’il existe une grande variété d’approches ayant toutes

leurs avantages et leurs limites d’utilisation. L’approche par paire d’espèces ne

demande que peu d’information sur le groupe mais nécessite de former des paires.

Ainsi toutes les espèces ne permettant pas de former une paire sont exclues du jeu

de données. A l’inverse les autres approches permettent d’intégrer tous les taxons,

mais demandent des connaissances plus poussées sur la phylogénie et les temps de

divergence. Les approches de modélisation conjointe des taux et des traits étudiées

imposent, quant à elles, un modèle d’évolution aux traits étudiés qui ne peut pas

s’appliquer à tous les traits. Dans le cadre de cette thèse, une modélisation des

traits étudiés sur tout l’arbre pose plusieurs problèmes. Premièrement, modéliser

la transition vers le milieu souterrain est particulièrement compliqué car les es-

pèces de surface ayant donné des populations souterraines ont très probablement

disparues (voir Chap. 3 partie 2.4). Deuxièmement, la profondeur de ce clade est

très importante, l’ancêtre des Asellidae étant estimé à environ 250 Millions d’an-

nées (voir Chap. 3 partie 1.4). Ainsi, modéliser des variables environnementales

selon un processus brownien le long de l’arbre alors que la géographie a totale-

ment changé le long de cet arbre n’a pas vraiment de sens. Enfin, si les temps

de divergence de ces espèces sont présentés dans la partie suivante, il faut noter

qu’ils ont été acquis à la fin de cette thèse, ne permettant pas de les utiliser dans

les analyses de taux de substitutions. Pour toutes ces raisons, dans cette thèse,

nous avons utilisé le logiciel CoEvol d’une façon légèrement détournée. En effet,

51



CHAPITRE 2. TESTER LES HYPOTHÈSES RELATIVES AUX TAUX
D’ÉVOLUTION MOLÉCULAIRE

le logiciel est conçu pour modéliser la coévolution des taux de substitutions par

unité de temps et de traits morphologiques le long de la phylogénie. Si aucune

valeur de trait n’est donnée au logiciel, les taux de substitutions par unité de

temps sont modélisés seuls sous un modèle d’évolution Muse et Gaut (1994). En

l’absence de points de calibrations, ces taux sont estimés en temps relatif à la ra-

cine, permettant de comparer les taux entre eux, mais pas de comparer les valeurs

entre plusieurs analyses. La distribution postérieure des taux de substitutions des

branches terminales a ensuite été extraite et la médiane a été utilisée dans les

corrélations. Cette utilisation n’étant pas standard, dans le premier chapitre, les

résultats ont été comparés avec une approche par paire qui a donné des conclusions

identiques.
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Chapitre 3

Les Asellidae souterrains :

développement du modèle pour

l’étude des taux d’évolution

moléculaire.

Afin d’évaluer les hypothèses relatives aux taux d’évolution moléculaire sur des

organismes ectothermes, nous avons utilisé comme modèle biologique des pancrus-

tacés isopodes aquatiques de la famille des Asellidae. Ces organismes présentent

des caractéristiques originales qui permettent de tester la plupart des hypothèses

faites sur les taux d’évolution moléculaire. Afin de pouvoir mener à bien les dif-

férentes parties de cette thèse, un travail d’approfondissement des connaissances

sur l’histoire évolutive de ce groupe a du être mené en amont. Dans ce chapitre,

je présenterai dans un premier temps en détail le modèle biologique et la façon

dont les échantillons sont récoltés puis traités, je détaillerai également la systéma-

tique et l’histoire évolutive du groupe. Dans une deuxième partie, je montrerai en

quoi les caractéristiques exposées permettent de tester les hypothèses relatives aux
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taux d’évolution moléculaire. Je détaillerai ensuite les différents types de données

moléculaires qui ont été utilisés pour répondre aux objectifs de cette thèse.

1 Le modèle biologique des Asellidae

Les Asellidae sont des Isopodes aquatiques marcheurs. Ils se déplacent sur les

sédiments au fond de l’eau et sont incapables de nager. Ils se nourrissent de la ma-

tière organique présente dans les sédiments et présentent une thigmotaxie positive,

c’est-à-dire qu’ils éprouvent la nécessité de rester au contact d’un substrat solide.

Ainsi, on trouve les individus la plupart du temps accrochés sous les rochers ou les

morceaux de bois dans l’eau. Ils sont généralement résistants au courant, certaines

espèces affectionnent les cours d’eau rapides alors que d’autres sont trouvées dans

tous les milieux, y compris stagnants. Cette famille d’isopodes présente la carac-

téristique de renfermer à la fois des espèces vivant dans les eaux souterraines et

des espèces vivant dans les eaux de surface (rivière, lac). Le passage vers le milieu

souterrain est accompagné de la régression de certains traits (e.g. yeux) souvent

irréversible, rendant le retour vers le milieu de surface très peu probable. Ainsi,

en comparant une espèce souterraine à une espèce de surface, on peut supposer

que la transition s’est faite du milieu de surface vers le milieu souterrain. D’autre

part, au sein de cette famille on trouve, dans des clades différents, des espèces de

surface et des espèces souterraines, nous indiquant que cette transition s’est pro-

duite plusieurs fois indépendamment. Ainsi, cette famille nous offre l’opportunité

d’avoir plusieurs réplicats indépendants du même changement d’habitat. Cette

transition écologique a de nombreuses conséquences sur les caractéristiques des

espèces, notamment sur leurs traits biologiques, leur répartition et leur capacité

de dispersion. Après avoir présenté les différentes caractéristiques de cette famille,

je présenterai son histoire évolutive à travers les travaux effectués durant cette

thèse qui ont permis de définir les plans expérimentaux utilisés dans la suite de

ce travail.
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1.1 Impact de la transition vers le milieu souterrain chez

les Asellidae

Le milieu souterrain est souvent considéré comme un milieu extrême dans le

sens où des organismes non adaptés à ce milieu semblent ne pas pouvoir y effec-

tuer leur cycle de vie en entier. Ainsi, lors de la transition vers le milieu souterrain

on observe de nombreux changements de traits associés à ce milieu, qui créent de

remarquables convergences dans les traits d’histoire de vie, mais également des

convergences morphologiques, physiologiques, et même comportementales chez

des organismes très variés tels que les arthropodes (malacostracés, arachnides,...),

les téléostéens (e.g. Astyanax) ou encore les amphibiens (le protée). La compa-

raison entre les Asellidae de surface et les Asellidae souterrains montrent qu’ils

n’échappent pas à ces règles de convergence. Du point de vue des traits d’histoire

de vie, les Asellidae souterrains présentent une longévité accrue. Henry (1976)

décrit une longévité en moyenne 5 fois plus longue chez les espèces souterraines

qu’il a mis en élevage par rapport aux espèces de surface. Cette longévité accrue

est accompagnée d’un rythme de mue plus lent, d’un temps de génération plus

long et d’une maturité sexuelle plus tardive (Figure 3.1). La plupart des observa-

tions sur le nombre de descendants chez les espèces souterraines semblent indiquer

une réduction du nombre de descendants en faveur d’une taille plus grosse (Van-

del, 1964), cependant les résultats d’une étude plus approfondie chez les Asellidae

semblent montrer une plasticité importante de la taille des oeufs en fonction des

conditions environnementales, donnant une image bien plus complexe de la réalité

(Annexe 1). Morphologiquement, les transformations les plus flagrantes sont la ré-

gression du système oculaire et la dépigmentation. Mais on observe également un

allongement du corps et des appendices, et une régression des crochets copulateurs,

en lien avec le changement de comportement reproducteur. Physiologiquement, il

a été montré chez quelques espèces de malacostracés souterrains une résistance à

l’hypoxie bien plus grande que leurs équivalents de surface (Malard et Hervant,
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1999) et une meilleure survie lors de longues périodes sans nourriture (Hervant

et Renault, 2002). Au niveau du comportement, on observe une activité motrice

réduite (Henry, 1976) mais également des comportements sexuels différents : chez

les Asellidae de surface il y a une chevauchée nuptiale au moment de l’accouple-

ment avec formation d’un couple durable. Ce comportement d’accouplement a

totalement disparu chez les espèces souterraines (Henry, 1976).

Figure 3.1 – Durée relative comparée des trois périodes principales du cycle
vital (développement embryonnaire, développement post-embryonnaire et étape
adulte) chez Stenasellus (Stenasellidae), Proasellus cavaticus et Asellus aquaticus
(Asellidae)3. Henry faisait l’hypothèse que la différence observée entre Stenasellus
et Proasellus venait d’une colonisation plus ancienne du milieu souterrain par
Stenasellus.

1.2 Milieux de vie et méthodes d’échantillonnage

On trouve les Asellidae en milieu de surface ou en milieu souterrain. Il existe

plusieurs types d’habitats souterrains. Ces habitats ont des caractéristiques com-

munes : premièrement, ces habitats sont caractérisés par l’absence de lumière qui

engendre une absence de photosynthèse et donc une productivité primaire très

limitée. Ces habitats sont ainsi des milieux très pauvres en nutriments (Francois

et al., 2016b) mais aussi potentiellement en oxygène (Malard et Hervant, 1999)

dont les apports dépendent principalement du milieu extérieur. Deuxièmement,

3. Tiré de Henry (1976)
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le réseau trophique est généralement simplifié en milieu souterrain, c’est-à-dire

que le nombre de niveaux dans la chaîne alimentaire est réduit. Troisièmement,

ces milieux montrent une grande stabilité thermique. La température du milieu

souterrain varie très peu et reste toujours autour de la moyenne annuelle régionale

(Freeze et Cherry, 1979). Ces caractéristiques en font un milieu dans lequel les

organismes non adaptés ne peuvent pas effectuer tout leur cycle de vie (survie

et reproduction). Cependant, au delà de ces caractéristiques communes, on peut

différencier deux grands types d’habitats souterrains : les habitats dans les roches

consolidées et l’eau qui s’écoule dans les roches non consolidées.

Echantillonnage des espèces de surface

Les espèces de surface se trouvent dans les cours d’eau ou les lacs. On les

trouve généralement accrochées à un substrat (racines, branches de bois, roches)

ou dans le premier centimètre de sédiments. Leur échantillonnage se fait soit en

soulevant les substrats et en les récoltant avec un pinceau, soit en filtrant la

première couche de sédiment avec un filet surber. Ce filet est entouré d’un cadre

métallique permettant de racler directement les sédiments.

Habitat dans les roches consolidées

Il s’agit de l’eau qui est contenue dans les fissures de la roche. Ces habitats

se trouvent principalement dans les formations karstiques. Le karst est une struc-

ture géomorphologique principalement constituée de roches calcaires érodées par

les eaux souterraines : l’érosion élargie les fissures de la roche jusqu’à former des

grottes. L’habitat karstique reste toutefois principalement constitué de fissures

dans lesquelles des organismes peuvent vivre. Ce karst est donc en majorité in-

accessible à l’homme. On peut accéder à cet habitat par les grottes ou par les

sources d’eau qui jaillissent de ce karst, ce qui ne nous donnent donc une image

que très partielle du milieu de vie des organismes. Dans les grottes on peut trouver

les organismes dans des gours et des flaques, sur des parois où l’eau s’écoule de
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façon continue, ou dans des rivières souterraines. Dans ce type de milieu, soit les

individus sont sous les pierres dans la rivière et sont récoltés à l’aide d’un pinceau

(Figure 3.2), soit on prélève la surface des sédiments au fond de la rivière avec un

filet (Figure 3.3), permettant de récupérer les organismes à la surface du sédiment.

Pour les sources d’eau, le positionnement d’un filet au niveau de la source permet

de récupérer les organismes qui sont projetés en dehors du milieu.

Figure 3.2 – Photo d’un Proasellus strouhali au moment de l’échantillonnage
au pinceau dans la rivière d’une cavité souterraine (Mine de Breté, Bourgogne,
France)4.

4. Droit photo : Bernard Lips
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Figure 3.3 – Échantillonnage avec un filet qui est utilisé pour prélever la surface
des sédiments et récupérer les organismes qui y vivent 4.

Habitat dans les roches non-consolidées

Il s’agit de l’eau qui s’écoule dans des alluvions : souvent proche de la surface

du sol, elle peut accompagner les fleuves ou les rivières. Les Asellidae souterrains

vivent alors dans les interstices entre les graviers qui sont remplis d’eau. On accède

à ces habitats en échantillonnant dans les puits qui ont été creusés pour prélever

de l’eau, soit en utilisant une pompe pour prélever l’eau souterraine de la zone

hyporhéique (eau qui s’écoule sous la rivière).

Pour échantillonner dans les puits, on utilise un filet phréatobiologique de type

CvetKov (Cvetkov, 1968, Figure 3.4) qui consiste en un filet lesté accroché à une

corde permettant de prélever la faune dans le fond du puits.

La zone hyporhéique est définie comme l’ensemble des sédiments saturés en

eau, situés au dessous et à côté d’une rivière, contenant une certaine propor-

tion d’eau de surface (White, 1993; Datry et al., 2008). Cette zone est une zone

4. Droit photo : Bernard Lips
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Figure 3.4 – Photo (gauche)5 et schéma fonctionnel (droite)6 d’un filet Cvetkov
utilisé pour l’échantillonnage en puits.

d’échange entre les eaux souterraines et les eaux de surface. On y trouve donc

à la fois de la faune de surface et de la faune souterraine dans des proportions

variables en fonction de la rivière, du niveau de l’eau et de la profondeur à laquelle

on prélève les organismes. Dans ce milieu, la faune est prélevée par sondage Bou-

Rouch. Ce sondage consiste à enfoncer un tube d’acier crépiné sur lequel on fixe

une pompe manuelle. On peut ainsi pomper l’eau interstitielle avec les sédiments

fins et les organismes qui y vivent, que l’on récolte dans un filet à la sortie de la

pompe (Figure 3.5).

5. Tiré de “Sampling manual for the assessment of regional groundwater biodiversity. Proto-
cols for the Assessment and Conservation of Aquatic Life in the Subsurface (PASCALIS)” avec
l’autorisation de F. Malard.

6. Tiré de Bou (1974)
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Figure 3.5 – Schéma d’une pompe Bou-Rouch6.

1.3 Délimitation des espèces d’Asellidae

Avant l’arrivée des outils moléculaires, les espèces d’Asellidae ont été établies

à partir de la description de la forme de l’organe copulateur mâle (seconds pléo-

podes, Figure 3.6). Cet organe est le support de détermination morphologique des

espèces. Les travaux de Morvan et al. (2013) ont cependant mis en évidence que

cette famille contenait un grand nombre d’espèces indifférenciées sur des critères

morphologiques. Sur les 114 espèces considérées par Morvan et al. (2013), les au-

teurs ont délimité 204 unités taxinomiques grâce aux outils moléculaires (appelées

MOTU pour Molecular Operational Taxonomic Unit). Parmi les 42 espèces dé-

terminées à partir de la morphologie, pour lesquelles les auteurs disposaient de

plus d’un site d’échantillonnage, 78,5% contenaient plusieurs espèces délimitées

6. Tiré de Bou (1974)
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avec des outils moléculaires. Ainsi, il est nécessaire de définir les entités évolutives

à partir d’une délimitation moléculaire des espèces. Cependant, une approche

moléculaire pose d’autres problèmes. Premièrement, il existe différents outils de

délimitation qui donne des résultats différents. Deuxièmement, beaucoup d’outils

de délimitation moléculaire sont basés sur une phylogénie, ainsi les résultats dé-

pendent de l’échantillonnage taxinomique. De ce fait, les délimitations changent

au cours du temps avec l’ajout de nouvelles données. Troisièmement, si le lien

n’est pas fait avec la morphologie, les données de la littérature ne peuvent plus

être mises en lien avec les nouvelles données. Afin de gérer le lien entre l’identifi-

cation morphologique et les différentes identifications moléculaires, un protocole

d’identification des individus a été mis en place au sein du laboratoire, ainsi qu’une

base de données permettant de tracer ce protocole (Malard et al., 2019). Cette

base de données permet de répertorier les données acquises dans le laboratoire

mais également les données de la littérature et finalement de lier les différentes

identifications avec les données géographiques.

Protocole d’identification Afin d’assurer l’homogénéité des données, un pro-

tocole d’identification a été mis en place dans le laboratoire. Lors de l’échantillon-

nage sur le terrain, les individus sont stockés en alcool 96◦ et conservés dans des

glaciaires afin de garantir la conservation de l’ADN tout en permettant l’iden-

tification morphologique des individus. Une fois au laboratoire, les échantillons

sont stockés à −20◦C en attendant leur traitement. Pour chaque station, un pre-

mier tri est effectué par un spécialiste du groupe (Florian Malard, CR CNRS)

afin de détecter la présence de plusieurs espèces dans l’échantillon. Si c’est le cas,

les espèces sont séparées. 2 à 3 individus mâles par espèce sont ensuite extraits

de l’échantillon afin d’être identifiés morphologiquement. Cette identification se

fait en disséquant les Pléopodes II, organes copulateurs mâles (Figure 3.6). Ces

pléopodes sont placés entre lame et lamelle et observés au microscope afin de

déterminer le taxon morphologique. Les lames reçoivent un identifiant et sont
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conservées dans les collections du laboratoire. Les pattes des individus disséqués,

ainsi que celles d’individus femelles sont ensuite utilisées pour effectuer une ex-

traction d’ADN, puis un amplification par PCR des gènes 16S et COI qui sont

ensuite séquencés en Sanger (protocole détaillé en partie 2.1).

Figure 3.6 – Photo d’un pléopode II d’un mâle de Proasellus beticus utilisé pour
la détermination spécifique (gauche)7. Pléotelson d’un Asellidae (droite)8 mon-
trant le positionnement des pléopodes, notamment le pléopode mâle copulateur
(no 2).

Les chromatogrammes sont analysés et nettoyés avec FinchTV (Geospiza,

Inc.,version 1.3.1, https ://digitalworldbiology.com/FinchTV). Les séquences sont

validées une par une en vérifiant l’absence de codon stop, d’insertion ou délétion

modifiant le cadre de lecture. Si des individus provenant de la même station et du

même morpho-taxon présentent des différences importantes dans les séquences de

COI, le gène 16S est utilisé pour vérifier que cette divergence est réelle. Si la diver-

gence n’est pas confirmée par le 16S, la séquence est retirée et une nouvelle ampli-

fication du COI est effectuée avec des amorces différentes. Les séquences du gène

COI sont ensuite utilisées pour effectuer l’identification moléculaire (Scripts et

7. Droits photo : Marie-José Dole-Olivier.
8. Tiré de Henry et Magniez (1983)
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tutoriel disponibles sur github https : //github.com/TristanLefebure/MOTU_

delimitation_pipeline). Les séquences de COI de tous les individus disponibles

sont alignés avec Muscle (Edgar, 2004) puis l’alignement est vérifié de visu (qua-

lité de l’alignement, bon cadre de lecture). Les séquences identiques sont éliminées

pour réduire l’alignement aux haplotypes, avec le script collapse_to_uniq_seq

(https : //github.com/TristanLefebure/collapse_to_uniq_seq). Si des séquences

sont identiques sur la partie alignée mais diffèrent par leur longueur, la séquence la

plus longue est conservée. Si les séquences ne diffèrent qu’en raison d’ambiguïtés

(positions pour lesquelles la base est indéterminée), la séquence contenant le moins

de code ambigu est conservée. Un arbre phylogénétique est ensuite construit avec

PhyML (Guindon et al., 2010) sous un modèle GTR + G + I. L’arbre obtenu est

enraciné au niveau de la dichotomie entre Asellidae et Stenasellidae. L’arbre de

COI est ensuite utilisé pour effectuer la délimitation des MOTU. trois méthodes

sont utilisées :

— La méthode de seuil (Lefébure et al., 2006) : sur la base d’une comparaison

des divergences morphologiques et moléculaires d’espèces de “crustacés”,

Lefébure et al. (2006) ont proposé un seuil de divergence moléculaire de

16% sur le gène du COI au delà duquel deux individus sont considérés

comme étant issus de deux espèces différentes.

— Le Poisson Tree Process (Zhang et al., 2013, PTP). Cette méthode modélise

le taux de substitutions (représenté par les longueurs de branches dans

l’arbre) sous un modèle de poisson, pour définir un seuil en deçà duquel les

longueurs de branches correspondent à un processus de coalescence intra-

populationnel. Pour simplifier, les longues branches correspondent à un

processus de spéciation, c’est-à-dire à des divergences entre espèces, alors

que les courtes branches correspondent à un processus de coalescence, c’est-

à-dire des divergences entre individus de la même espèce. Le modèle permet

de définir le seuil entre ce qui est considéré comme une longue et une courte
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branche.

— Le Bayesian Poisson Tree Process (BPTP). Le modèle est identique à la

méthode précédente, seule l’implémentation change : il s’agit d’une im-

plémentation Bayésienne alors que le PTP standard est implémenté en

maximum de vraisemblance.

Alors que la méthode de seuil est plus conservative, le PTP (ou BPTP) délimite

un plus grand nombre de MOTUs.

Une fois toutes ces méthodes utilisées, pour chaque individu séquencé, on

dispose d’une identification morphologique et de 3 identifications moléculaires.

Toutes les informations à propos de l’échantillonnage, du stockage et des identifi-

cations sont ensuite répertoriées dans une base de données. La figure 3.7 résume

ce processus d’identification mis en place dans le laboratoire.

Gestion des données Au cours du processus d’acquisition des échantillons et

d’identification des espèces, un grand nombre de données est généré. En effet,

lors de l’échantillonnage des données relatives à la station de collecte, telles que

le nombre d’individus collectés, la date, les coordonnées, la description du lieu,

la température, la conductivité, les collecteurs sont relevées. Ensuite lorsque le

taxon est identifié morphologiquement, il reçoit un nom de taxon. Les individus

utilisés pour l’identification reçoivent un numéro de collection. Les pattes des in-

dividus envoyés au séquençage sont stockés sous forme d’extraction d’ADN avec

un identifiant et les produits de PCR également. Les résultats du séquençage sont

également conservés avec un identifiant. Les individus reçoivent ensuite des nu-

méro de MOTU en fonction de la méthode et du jeu de données utilisés. Enfin,

les séquences déposées dans les bases de données reçoivent un accession num-

ber. Toutes ces données nécessitent d’être soigneusement conservées afin d’assurer

la reproductibilité des analyses effectuées, mais également afin de satisfaire aux

normes de plus en plus nombreuses relatives à la collecte de matériel vivant (e.g.

protocole de Nagoya). Dans un but plus fonctionnel, ces données ont besoin d’être
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interconnectées afin de faciliter leur gestion et leur utilisation. Pour ces raisons,

la base de données GOTIT (https ://github.com/GOTIT-DEV/GOTIT) dont la

structure est adaptée au processus d’identification précédemment exposé a été

créée (Figure 3.7, Malard et al., 2019, Annexe 2). Cette base de données permet

à la fois de gérer toutes les données acquises par le laboratoire mais également

d’analyser la répartition spatiale de ces données. Ainsi, on peut voir la répartition

de chaque taxon définie sur la base de la morphologie ou sur une base moléculaire.

1.4 Phylogénie du groupe

Les Asellidae sont une famille d’isopodes aquatiques comprenant 439 taxa dé-

crits dans la littérature sur la base de la morphologie. La monophylie des Asellidae

a été remise en doute par un article (Lins et al., 2012) basé principalement sur

le gène 18S. Les phylogénies construites au cours de cette thèse, basées sur un

grand nombre de gènes et sur les deux compartiments génomiques, les définit

bien comme un clade, groupe frère des Stenasellidae (voir Chapitre 6). Afin de

mettre en place les différents protocoles expérimentaux pour cette thèse, nous

avons reconstruit une phylogénie, calibrée dans le temps, de la super famille des

des Aselloidea (Asellidae et Stenasellidae).

Matériel et Méthodes

Données moléculaires 1731 séquences de COI appartenant à 233 taxa, dé-

crits sur la base de la morphologie, ont été assemblées (liste des séquences et

accession number en Annexe 3), soit environ 53% des taxa décrits dans la lit-

térature. Sur ces 233 taxa, 151 font partie du genre Proasellus qui compte 185

taxa décrits, couvrant ainsi 81% des taxa du genre. Sur ces 1731 séquences, 74

proviennent de la base de données NCBI, les autres ont été générées par le la-

boratoire au cours des 15 dernières années lors de grandes campagnes d’échan-

tillonnage dans toute l’Europe et aux Etats-Unis (en collaboration avec un bu-
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Processus d'identification Données

Collecte des échantillons
Transport alcool 96°

Identification morphologique
2/3 mâles - Pléopodes II

Mise en collection
Pléopodes II entre lame et lamelle

Extraction d'ADN sur pattes

Amplification gènes 16S et COI

Séquençage Sanger

Alignement (Muscle)

Retrait positions trop variables (Gblocks)

Retrait des séquences identiques

Phylogénie (PhyML)

Délimitation des MOTU
Seuil, PTP, bPTP

Dépôt des séquences dans
base de données (ENA, EBI)

Données terrain :
Nombre d'individus
Coordonnées, T°, ...

Nom d'espèce

Numéro de collection

Identifiant et 
N° boîte de stockage 

de l'extraction

Identifiant et 
N° boîte de stockage 

des produits PCR

Code
chromatogramme

Numéros de MOTU

Accession number

Intégration dans 
la base de données 

GOTIT

Figure 3.7 – Processus d’identification des espèces dans le laboratoire et données
générées au cours de ce processus qui sont ensuite intégrées dans la base de données
du laboratoire.

reau d’étude). Ces 1731 séquences ont été utilisées pour délimiter les MOTU en

suivant le pipeline présenté en partie 1.3. En utilisant la méthode du PTP, on ob-

tient 409 MOTUs. Pour tous les MOTUs pour lesquels le matériel biologique était

disponible, les gènes 16S, 28S et FAST-2 (FAST kinase-like protein, subdomain
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2) ont été séquencés en Sanger (protocole partie 2.1) pour au moins 2 indivi-

dus par MOTU, provenant si possible de deux stations différentes. La meilleure

séquence de chaque gène a été sélectionnée avec le script chimera_assembler

(https : //github.com/TristanLefebure/chimera_assembler.pl), qui conserve la

séquence la plus longue ayant le moins de code ambigu, nous permettant ainsi

d’obtenir 4 gènes pour 367 MOTUs parmis les 409 (Liste des MOTUs et accession

number en Annexe 4).

Reconstruction phylogénétique Les gènes 16S et 28S des 367 MOTU ont

été alignés avec MAFFT (Katoh et Standley, 2013) et les gènes COI et FAST-

2 ont été alignés avec Prank (Löytynoja et Goldman, 2008). Les positions trop

variables pour être alignées sans ambiguité ont ensuite été retirées avec Gblocks

(Castresana, 2000). Les 4 gènes ont ensuite été concaténés pour construire une

phylogénie avec le logiciel bayésien PhyloBayes (Lartillot et al., 2009) sous un

modèle CAT-GTR. Ce logiciel permet d’obtenir un arbre consensus majoritaire,

à partir des arbres de la chaîne de Markov. Afin de ne pas avoir de polytomies

dans l’arbre, un seuil de 10% a été utilisé pour définir les bipartitions majoritaires.

L’arbre a été enraciné en utilisant les Stenasellidae comme outgroup.

Estimation des temps de divergence La topologie donnée par PhyloBayes

a ensuite été utilisée pour reconstruire les temps de divergence, en y ajoutant des

points de calibrations. N’ayant qu’un seul fossile exploitable dans notre contexte,

des évènements climatiques et tectoniques ont été utilisés pour calibrer les noeuds

dans l’arbre :

— Point de calibration no 1 et 3 : Phillips et al. (2013), en utilisant le plus vieux

fossile d’isopode connu (Hesslerella), daté à -300 Ma, datent la divergence

entre les Ligiiae et les Oniscidae (deux groupes d’isopodes) comme étant

plus récente que ce fossile. La divergence entre ces deux isopodes étant plus

ancienne que la divergence entre les Stenasellidae et les Asellidae (Lins
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et al., 2012), on peut en conclure que cette dernière divergence est plus

récente que 300 Ma.

— Point de calibration no 2 : La répartition des Stenasellidae suggère une ori-

gine du groupe à partir du paléo-océan Neo-Tethys (Magniez (2008), dans

(Malard et al., 2014)), l’ouverture de ce paléo-océan est datée à environ

-250 Millions d’années (Stampfli, 2000)). Ainsi, la racine des Stenasellidae

sera considérée comme ne pouvant pas être plus ancienne que -250 Ma.

— Point de calibration no 3 : Le genre Gallasellus, trouvé exclusivement en

France, est le groupe frère du genre Caecidotea, trouvé exclusivement aux

Etats-Unis. Ainsi, leur divergence ne peut pas être plus récente que le

dernier contact entre les deux continents, daté à -54 Ma (Skogseid et al.,

2000).

— Points de calibration no 2, 4 et 5 : La divergence entre les espèces Sardo-

Corses et les espèces pyrénéennes est nécessairement antérieure ou conco-

mitante à la séparation de la Corse et du continent, il y a 29 Millions

d’années (Orsini et al., 1980). On trouve des espèces proches continentales

et sur la Corse (et sur la Sardaigne) dans deux groupes du genre Stenasellus

et dans un clade ibero-aquitain du genre Proasellus.

— Point de calibration no 6 : Les espèces bétiques (Proasellus aff. escolai,

Proasellus aff. lagari, Proasellus bellesi, Proasellus beticus, Proasellus co-

masi, Proasellus escolai, Proasellus espanoli, Proasellus gourbaultae, Proa-

sellus granadensis, Proasellus jaloniacus, Proasellus lagari, Proasellus mei-

jersae, et Proasellus solanasi) ont un ancêtre commun exclusif et sont ré-

parties sur une zone géographique restreinte qui était marine jusqu’à la

régression de la mer il y a 19 Ma (Meulenkamp et Sissingh, 2003). Consi-

dérant que la migration complète d’un clade entier est peu probable, on

peut supposer que la diversification de ce clade s’est faite dans cette zone

et ne peut donc pas être plus ancienne que 19 Ma.
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— Point de calibration no 7 : De la même façon les espèces de la vallée d’Ason

(clade de Proasellus cantabricus, Proasellus chappuisi, Proasellus grafi,

Proasellus sp. (Cuvera2), Proasellus stocki, Proasellus ebrensis, Proasel-

lus ortizi) ont un ancêtre commun exclusif et sont toutes contenues dans

une zone restreinte qui était marine jusqu’il y à 54 Ma (Payros et al., 2006;

Orue-Etxebarria et al., 2001; Baceta et al., 2004)

— Point de calibration no 8 : Idem pour les espèces Basques (clade de Proa-

sellus aquaecalidae, Proasellus aragonensis, Proasellus guipuzcoensis, Proa-

sellus n. sp. (Aquerreta), Proasellus n. sp. (Etcheberrigaray), Proasellus

spelaeus et Proasellus vandeli), dont la zone de répartition était sous la

mer jusqu’il y à 49 Ma (Plaziat, 1981; Pujalte et al., 2000; Baceta et al.,

2004).

— Point de calibration no 9 : Les Bragasellus lagari sont également dans une

zone restreinte qui était marine jusqu’il y à 75 Ma (Tyson et Funnell, 1987;

Dercourt et al., 2000).

— Points de calibration no 10 à 14 : 4 lignées du clade Alpin du genre Proasel-

lus, ainsi que le clade des Proasellus anophtalmus à l’exception de Proasel-

lus karamani étaient marines jusqu’il y à 70 Ma (Tyson et Funnell, 1987;

Kędzierski et Leszczyński, 2013).

— Point de calibration no 15 : L’île de Crête est sortie de l’eau il y a maximum

17 Ma, ainsi les espèces proches de Proasellus coxalis qui sont sur l’île, se

sont très probablement séparées après cette date.

— Point de calibration no 16 : Les espèces Proasellus arnautovici, Proasellus

gjorgjevici et Proasellus remyi sont endémiques du lac Ohrid (Frontière

Albanie, Macédoine du Nord). Ces espèces se répartissent non pas en trois

mais en deux lignées génétiques dont l’une est trouvées dans les milieux

profonds du lac et l’autre dans les milieux de surface, laissant supposer une

spéciation intralacustrine (Wysocka et al., 2008). Ainsi la divergence entre
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ces espèces ne peut pas être plus ancienne que l’apparition du lac, datée

maximum à 2 Ma (1.3 à 1.9 dans Wagner et al. (2017), >1.2 dans Wagner

et al. (2014), env. 2 dans Stelbrink et al. (2016) et Lindhorst et al. (2015)).

— Points de calibration no 17 et 18 : De la même façon, la divergence entre les

espèces proches endémiques du lac Baikal (Russie) ne peuvent pas être plus

ancienne que l’apparition du lac, datée à environ 27 Ma (Grabowski et al.,

2017; Petit et Déverchère, 2006). Ainsi, la divergence entre Limnoasellus

et Mesoasellus, et la divergence entre les deux espèces de Baikalasellus ne

peuvent pas être plus ancienne que -27 Ma.

Tous ces points ont été utilisés dans PhyloBayes (Lartillot et al., 2009) comme

des soft-bounds (les dates maximales et minimales imposées peuvent être dépas-

sées avec une probabilité plus faible), sous un modèle CAT-GTR + G+ I avec

un processus birth-death sur les temps de divergence et une auto-corrélation log-

normale des taux de substitutions entre les branches (le taux de substitutions

d’une branche est tirée d’une distribution log-normale centrée autour du taux

de substitutions de la branche parente). Afin de vérifier l’impact de chacun des

points de calibration sur l’estimation, des chronogrammes ont été réalisés en ôtant

à chaque fois un des points de calibration.

Résultats

Délimitation des MOTUs. La délimitation moléculaire utilisant le PTP a

permi de définir 409 MOTUs (355 avec la méthode du seuil) au sein des 233 taxa

identifiés morphologiquement (appelés morpho-taxa par la suite). Dans la plupart

des cas la délimitation moléculaire découpe les morpho-taxa en plusieurs unités

sauf pour 14 MOTUs (3,7%) qui contiennent plusieurs morpho-taxa. Dans ces 14

MOTUs, 5 contiennent des sous-espèces de Stenasellus virei, 3 contiennent des

sous-espèces de Proasellus coxalis, 1 contient 2 sous-espèces de Proasellus meri-

dianus et 1 contient deux sous-espèces de Proasellus intermedius. Les 3 espèces

du lac Ohrid : Proasellus arnautovici, remyi et gjorgjevici sont réparties dans 2
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MOTUs de façon incongruente avec leur identification morphologique. Proasel-

lus slavus et Proasellus nolli sont dans le même MOTU. Et enfin l’individu dont

les séquences ont été récupérées dans NCBI, identifié comme Asellus aquaticus

(acc.num. AY531762) est dans le MOTU des Asellus kosswigi. Hormis pour ce

dernier, les critères ayant été utilisés pour délimiter des sous-espèces ne semblent

pas être confirmés par les outils moléculaires.

Phylogénie et répartition. La phylogénie obtenue montrent globalement des

supports de branches élevés (Figure 3.8). Globalement, la monophylie des dif-

férents genres de la famille des Asellidae présents dans cette phylogénie est bien

soutenue avec des probabilités postérieures maximales (i.e. égale à 1). Deux genres

ne sont pas monophylétiques : le genre Caecidotea qui est réparti dans 2 clades

distincts, et le genre Proasellus dans lequel on trouve l’espèce Chthonasellus bo-

doni. On peut raisonnablement supposer que le genre Chthonasellus n’a pas de

réel support, la morphologie ne justifiant pas la distinction de cette espèce en un

genre distinct du genre Proasellus (communication personnelle Florian Malard).

En considérant cette espèce comme étant en réalité une espèce du genre Proasel-

lus, on peut considérer que ce genre est monophylétique. Le genre Asellus se posi-

tionne à la base des Asellidae, le genre Gallasellus dont toutes les espèces connues

sont françaises, se positionne au milieu du clade contenant les espèces américaines

(genre Lirceus et Caecidotea). Les deux espèces du lac Baikal (Russie) se posi-

tionnent à la base de ce clade. Le genre Proasellus, qui contient le plus d’espèces,

se divise en 4 grands clades assez bien délimités géographiquement (Figure 3.9).

Le clade slavus est à la base de la phylogénie, ce clade ne comporte que des espèces

souterraines qui sont réparties entre le sud de l’Allemagne et la Croatie (avec des

exceptions dans le sud de la France). Les relations de parentés entre les 3 autres

clades sont moins robustes, la monophylie coxalis-alpin n’étant soutenue qu’avec

une probabilité postérieure de 0,45. Le clade des alpins est réparti, comme son nom

l’indique, sur la chaîne des Alpes. La seule espèce de surface connue dans ce clade
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est Proasellus coiffaiti. Le clade coxalis contient autant d’espèces souterraines que

d’espèces de surface. Si on regarde la répartition des espèces souterraines, l’aire est

limitée dans les pays autour de la mer adriatique. Si on ajoute les espèces de sur-

face, l’aire de répartition du clade est beaucoup plus étendue et va jusqu’au nord

de l’Afrique et au sud de la France, en passant par la Corse et la Sardaigne (Fi-

gure 3.9). Le clade des Ibero-aquitains qui contient un grand nombre d’espèces,

majoritairement souterraines mais également de surface, a une répartition très

large sur l’Europe, y compris pour les espèces souterraines. On voit qu’à l’inté-

rieur de ces clades on trouve des espèces de surface et des espèces souterraines en

proportions variables. Globalement, la majorité des morpho-taxa sont monophy-

létiques (87%), avec toutefois quelques exceptions. Notamment Proasellus coxalis

et Proasellus anophtalmus dont les identifications sont incongruentes avec la déli-

mitation et la phylogénie, suggérant que les critères d’identification de ces groupes

devraient être reconsidérés. D’autres morpho-taxa ne sont pas monophylétiques

mais les probabilités postérieures faibles ne permettent pas de remettre en cause

avec certitude leur monophylie (p.p.<0.7).

Les espèces souterraines ont des aires de répartition globalement plus res-

treintes que les espèces de surface (Figure 3.9), avec des exceptions notables. En

effet si l’on s’intéresse aux espèces souterraines, 74,4% d’entre elles ne sont trou-

vées que sur une seule station, contre 54,3% pour les espèces de surface. Si on

regarde la distance linéaire entre les deux stations les plus éloignées de l’aire de

distribution d’une espèce (Maximum linear extend, noté MLE), on obtient une

moyenne de 21 km pour les espèces souterraines contre 163 km pour les espèces

de surface. On observe cependant 3 exceptions notables : Proasellus cavaticus

(1314 km), Proasellus strouhali (1253km) et Proasellus slavus (664 km).

Temps de divergence La phylogénie calibrée dans le temps (Figure 3.8) donne

une divergence entre Stenasellidae et Asellidae datée à 262.3Ma (IC 95% 298,665-

202,36). L’origine des Asellidae est datée à -234Ma (IC 95% 288,588-173,111).
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Stenasellidae
(outgroup)

17

Asellus

Caecidotea
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Lirceus
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Bragasellus
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Ibero-aquitanian 
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15
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Figure 3.8 – Phylogénie calibrée dans le temps des Asellidae. L’arbre est enra-
ciné en utilisant les Stenasellidae comme outgroup. Le temps est indiqué par des
cercles de couleur. Les points de calibration sont indiqués par des ronds roses, les
numéros correspondent à ceux indiqués dans le matériel et méthodes. Les sup-
ports de branches supérieurs à 0.90 sont indiqués par des ronds gris sur les noeuds
fils. Les ronds des feuilles indiquent les espèces pigmentées et oculées (noir), to-
talement dépigmentées et anophtalmes (blanc) et partiellement dépigmentées et
microphtalmes (gris).

L’apparition du genre Proasellus, genre le mieux échantillonné, est datée à -

127,6Ma (IC 95% 159,25-99,50). Le retrait d’un point de calibration, quel qu’il soit,

a peu d’impact sur l’estimation des temps de divergence (Figure 3.10). Les deux

calibrations qui ont le plus d’impact sont l’ouverture de l’atlantique nord (point

2) et la diversification du clade contenant les espèces bétiques (point 6) avec

des estimations qui restent dans les intervalles de crédibilité du chronogramme
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Figure 3.9 – Carte de répartition de tous les individus (haut) et des individus
vivant en milieu souterrain (bas) appartenant au genre Proasellus pour lesquels
une séquence de COI est disponible. Les 4 grands clades du genre sont représentés
par des couleurs différentes.

construit avec tous les points. Les trois principaux clades de Proasellus se sont

tous diversifiés entre -50 et -40 Ma.
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Figure 3.10 – Logarithme du nombre de lignées dans la phylogénie en fonction du
temps (LTT plot). Chaque courbe correspond à chacune des phylogénies calibrées
dans le temps avec un point de calibration en moins. Le temps est indiqué en
millions d’années. La ligne rouge correspond à la phylogénie calibrée avec tous les
points de calibrations.

Discussion

Délimitation des MOTUs Globalement la délimitation moléculaire effectuée

scinde en unités plus petites les taxa délimités morphologiquement. Cette délimi-

tation met en évidence que les critères d’identification morphologique permettent

dans la plupart des cas de délimiter des unités évolutives avec cependant des la-

cunes pour certains groupes. En effet, cette délimitation suggèrent que les critères

utilisés pour délimiter les sous-espèces de Stenasellus virei, Proasellus anophtal-

mus, Proasellus coxalis et les espèces du lac Ohrid ne permettent pas de délimiter

des unités évolutives. Dans le but de conserver le lien entre la morphologie et la

délimitation moléculaire, un retour aux descriptions et aux identifications mor-

phologiques pour ces individus serait nécessaire afin de vérifier la validité des

critères permettant de définir ces espèces. Pour les différentes espèces et sous-
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espèces identifiées dans le lac Ohrid, les 7 unités morphologiques sont regroupées

en deux MOTUs qui correspondent aux deux lignées décrites par Wysocka et al.

(2008). Ainsi, les espèces décrites par les auteurs s’apparenteraient plus en réa-

lité à des populations et les lignées à des espèces. En revanche cette délimitation

confirme la conclusion des auteurs : un des deux MOTU regroupe des individus

collectés dans les milieux profonds du lac alors que l’autre regroupe des individus

collectés dans les milieux de surface, confortant l’idée d’une spéciation écologique

intra-lacustrine.

Phylogénie Cette phylogénie calibrée dans le temps des Aselloidea confirme

que ce groupe fournit un modèle biologique pertinent pour étudier de nombreuses

questions d’évolution moléculaire. Premièrement, espèces de surface et espèces

souterraines apparaissent ensemble dans plusieurs clades, indiquant que la transi-

tion vers le milieu souterrain s’est effectuée de nombreuses fois indépendamment

au sein des Asellidae. Deuxièmement, l’aire géographique très restreinte des grands

clades suggère que les espèces souterraines dispersent très peu. A l’exception de

trois espèces : Proasellus cavaticus, Proasellus valdensis et Proasellus strouhali.

Ces trois espèces ont déjà été décrites comme des “exceptions” (Eme et al., 2013)

et leur aires de répartition s’expliquent par des vagues de colonisation à partir de

refuges, à la suite d’épisodes glaciaires. On peut donc bien supposer que les espèces

souterraines ont des capacités de dispersion très faibles et faire ainsi l’hypothèse

que les coordonnées géographiques actuelles sont proches des coordonnées passées,

permettant d’estimer les paramètres environnementaux qu’elles expérimentent de-

puis de nombreuses générations. Troisièmement, ces espèces sont présentes par-

tout en Europe dans des environnements très variés en terme de température, de

productivité ou encore d’impact historique des glaciations.

Contributions et Perspectives L. Konecny-Dupré a effectué le séquençage

des gènes. F. Malard a effectué la détermination morphologique des espèces et a
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rassemblé les données géographiques permettant le calcul des MLE. N. Saclier a

effectué la délimitation des MOTUs, les alignements et la construction de la phy-

logénie calibrée dans le temps, ainsi que les calculs des MLE. C. Douady a définit

les points de calibrations et a supervisé la totalité du projet. Cette phylogénie

fera l’objet d’un article sur la dispersion et la diversification des Asellidae. Elle

sera également utilisée dans un article portant sur la diversification et la disper-

sion de l’espèce polytypique Proasellus coxalis autour de la Méditerranée, en lien

avec la crise Messinienne. A plus long terme, cette phylogénie datée permettra

d’étudier l’effet de transgression marine au niveau du Fleuve Rhône sur la diversi-

fication au sein de l’espèce Proasellus walteri. L’ajout de séquences en provenance

des Etats-Unis permettra également de comprendre l’histoire évolutive du groupe

sur le continent Américain et la relation des espèces Américaines avec les espèces

Européennes.

1.5 Les Asellidae : un modèle original pour étudier les

taux de substitutions

Les caractéristiques des Asellidae souterrains que je viens de présenter ont

déjà fait leurs preuves pour répondre à des questions théoriques de génomique

évolutive (Lefébure et al., 2017), d’écologie fonctionnelle (Francois et al., 2016b)

ou encore de macro-écologie (Eme et al., 2018). Dans cette thèse, nous utiliserons

les caractéristiques de ce modèle dans trois volets principaux :

1- Nous avons vu dans la partie 1.1 que la transition vers le milieu souterrain

est accompagnée de nombreux changement de traits, notamment une longévité

accrue, un temps de génération plus long, ou encore un taux métabolique réduit.

Le fait que cette transition ait été effectuée indépendamment par de nombreuses

espèces du groupe nous permet d’étudier les corrélations entre ces changements

phénotypiques et les taux de substitutions avec de nombreux réplicats. Ainsi 13

paires d’espèces représentant chacune une transition du milieu de surface vers
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le milieu souterrain ont été utilisées pour répondre au premier objectif de cette

thèse. En comparant les taux de substitutions nucléaires et mitochondriaux, nous

pourrons démêler l’impact des différents traits d’histoire de vie sur les taux de

substitutions.

2- Nous avons vu dans la partie 1.4 que les isopodes souterrains ont également

la particularité d’avoir une dispersion très faible. Le milieu souterrain étant très

compartimenté, la dispersion au delà d’un aquifère est difficile pour ces espèces

qui ne peuvent pas passer par les eaux de surface. Ainsi, l’aire de distribution

moyenne d’une espèce se situe en moyenne dans un rayon de 15 km (Eme et al.,

2018). Cette caractéristique permet de supposer que les lieux où l’on trouve les

espèces actuellement sont les lieux où les espèces vivent depuis de nombreuses

générations. Ainsi, on peut estimer qu’en caractérisant l’environnement actuel, on

a une bonne estimation de leur environnement passé (dans la limite des change-

ments paléogéographiques, tels que les fluctuations climatiques, les transgressions

marines ou la tectonique des plaques). Contrairement aux animaux très mobiles

(la plupart des mammifères, oiseaux, de nombreux insectes) qui sont capables de

parcourir de grandes distances en peu de temps, ce modèle biologique nous per-

met donc de caractériser l’environnement qui a pu engendrer des changements de

taux de substitutions. Nous pouvons ainsi caractériser la radioactivité naturelle à

laquelle sont exposées ces espèces et tester l’impact de cette radioactivité sur les

taux de substitutions sur 14 espèces du groupe.

3- Nous avons enfin vu dans la partie 1.4 que ces isopodes souterrains sont

répartis sur tout l’hémisphère nord avec un échantillonnage très important en Eu-

rope, on les trouve ainsi dans des environnements très variables (latitude, tempé-

rature, productivité,...) nous permettant ainsi d’estimer des taux de substitutions

le long de gradients environnementaux. Ainsi les 367 MOTUs du groupe pour

lesquelles nous disposons de données moléculaires seront utilisés pour tester la

corrélation entre les variables environnementales et taux de substitutions.
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2 Données moléculaires

Les différentes parties de cette thèse se sont basées sur différents types de don-

nées moléculaires. En effet, la délimitation des espèces, la phylogénie calibrée dans

le temps ainsi qu’une partie du chapitre 6 utilisent des données de séquençage San-

ger. Les chapitres 4, 5 et 6 utilisent des données transcriptomiques mais également

des génomes mitochondriaux assemblés à partir de différents types de données. En-

fin, afin de prendre en compte explicitement le temps depuis lequel une espèce est

devenue souterraine, nous avons cherché des gènes se non-fonctionnalisant chez

les espèces lors de la transition du milieu de surface au milieu souterrain.

2.1 Séquençage Sanger

Dans le but de délimiter les espèces et de construire la phylogénie du groupe

les gènes mitochondriaux COI et 16S ont été séquencés. Pour chaque morpho-

taxon de chaque site, un mâle disséqué et deux individus non identifiés ayant des

tailles différentes (pour maximiser les chances de trouver des espèces cryptiques)

ont été séquencés lorsque cela était possible (quelques stations n’ont pas permis

la collecte de 3 individus ou de mâles). Pour chaque MOTU délimité, les gènes

28S et FAST-2 ont été séquencés pour au minimum deux individus, provenant

au minimum de deux stations différentes si le MOTU était trouvé sur plusieurs

stations.

Les individus collectés sur le terrain sont immédiatement placés dans de l’al-

cool à 96◦ et placés dans des glaciaires jusqu’au retour au laboratoire où ils sont

placés à -20◦Cjusqu’aux analyses moléculaires. L’ADN est extrait en utilisant le

protocole Chelex développé par Casquet et al. (2012) : une partie (pattes ou autre

fragment) de chaque individu est incubé pendant 2h à 56◦C dans 10μL de Pro-

téinase K (15mg/mL) et 150μL de solution Chelex à 7% (Bio-Rad, Richmond,

CA, USA). L’ADN est ensuite amplifié en utilisant le mix PCR indiqué dans la

Table 3.1 et les amorces décrites dans Morvan et al. (2013). Le mix est ensuite
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Table 3.1 – Mix utilisé pour l’amplification par PCR

Volume par échantillon (μL) Concentration finale
H2O 18,3
Tampon 10X avec 30mM MgCl2 2,5 1X
10μL primer sens 0,6 0,24μM
10μL primer anti-sens 0,6 0,24μM
BSA 100X (10mg/mL Biolabs B9000S lot 0061506) 0,25 0,1mg/mL
dNTP 5mM chacun (Promega) 0,5 0,4mM
EUROBIOTAQ DNA polymerase 5U/μL 0,25 0,05U/μL
ADN 2

Table 3.2 – Cycles du thermocycleur utilisés pour l’amplification par PCR

Température Temps Nombre cycles
95◦C 5min 1
95◦C 20 à 30 sec

51◦C(COI), 53◦C(16S et FAST2), 62◦C(28S) 30 à 45 sec 35 à 40
72◦C 30 à 45 sec
72◦C 5min 1

placé dans un thermocycleur avec un cycle présenté en Table 3.2 . Une migra-

tion de 5μL du produit de PCR est ensuite effectuée sur gel d’Agarose (1.3%

Agarose, Tampon TAE 1X, 0,6 μL de Ladder 100pb JENA Bioscience Gel Red,

1μL de Bleu GelRed) afin de vérifier la réussite de l’amplification. Pour les gènes

mitochondriaux, deux ensembles d’amorces différents sont toujours utilisés afin

de mettre en évidence la présence de NUMTs (séquence mitochondriale dupliquée

dans le génome nucléaire). En cas d’échec de l’amplification, une PCR semi-nichée

est effectuée. A partir du produit PCR, on effectue une deuxième amplification

en utilisant une des deux amorces ayant servi à la première amplification et une

autre amorce plus proche que celle de l’amplification précédente. Une fois l’am-

plification réalisée avec succès, le séquençage Sanger est effectué par BIOFIDAL

(Vaulx-en-Velin, France).

Le résultat du séquençage sous forme de chromatogramme est analysé avec

le logiciel FinchTV version 1.3.1 (Geospiza Inc. ; http ://www.geospiza.com). Les

séquences sont ensuite alignées dans Seaview (Version 4.0) puis une vérification

visuelle est effectuée afin de valider les séquences. Il existe deux raisons principales

à la non validation de séquences : la présence de codons stop ou de frameshift,
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ou la présence de nombreuses différences entre individus d’une même station (>5

différences). Si une séquence n’est pas validée, une nouvelle amplification avec des

amorces différentes puis un nouveau séquençage sont effectués.

2.2 Données transcriptomiques

Afin de calculer les taux d’évolution moléculaire sur un grand nombre de gènes,

les différentes parties de cette thèse ont toutes utilisé des données transcripto-

miques. Pour cela, les transcriptomes des espèces utilisées dans chaque partie ont

été séquencés puis assemblés de novo. Les familles de gènes orthologues ont ensuite

été définies afin de pouvoir obtenir un ensemble de gènes orthologues utilisé pour

le calcul des taux de substitutions. Au total, les transcriptomes de 67 espèces ont

été séquencés. Pour les espèces sélectionnées pour le séquençage de transcriptome,

les individus ont été récoltés sur le terrain et immédiatement congelés vivant dans

de l’azote liquide. De retour au laboratoire, ils ont été placés à -80◦C jusqu’à

l’extraction d’ARN.

Séquençage L’ARN total a été extrait en utilisant du TRI Reagent (Molecular

Research Center). La qualité des extractions a été vérifiée sur une puce à ARN

BioAnalyser (Agilent Technologies) et la concentration en ARN a été estimée

en utilisant un fluorimètre Qubit (Life Technologies). Avant chaque séquençage,

l’identification de l’individu a été vérifiée par le séquençage du gène 16S. Pour les

transcriptomes séquencés avant 2013 (Liste des espèces avec date de séquençage et

individus poolés en annexe 5), un pool équimolaire d’au minimum 5 individus a été

effectué pour obtenir un minimum de 10μg d’ARN, puis les volumes ont été réduits

en utilisant un Concentrator-Plus (Eppendorf) pour obtenir approximativement

10μL. Des ADNc double brins ont ensuite été produits en utilisant le kit Mint2

(Evrogen) en utilisant le protocole standard, excepté pour la synthèse du premier

brin pour laquelle l’adaptateur CDS-1 a été utilisé avec le plugOligo-Adapter du

kit Mint1 (5′_AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGGGGG_P ′
3). Après
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sonication avec le Bioruptor Nextgen UCD300 (Diagenode) et purification avec

MinElute (Qiagen), les librairies Illumina ont été préparées en utilisant le kit NEB-

Next (New England BioLabs) et amplifiées en utilisant une amorce indexée unique

pour chaque espèce. Après purification avec MinElute, les fragments de 400-500

paires de bases ont été sélectionnés sur un gel d’Agarose. Les librairies ont été

séquencées en paired-end sur un séquenceur Illumina HiSeq2000 en utilisant 100

cycles. Le séquençage a été effectué par le High-throughput DNA Sequencing Cen-

ter (Copenhage, Danemark). Environ 25 millions de fragments ont été séquencés

en paired-end par espèce.

Pour les transcriptomes séquencés à partir de 2013, une librairie par individu

a été préparée en utilisant le kit TruSeqTM RNA Sample Prep Kit v2 (Illumina).

Pour chaque espèce, une librairie a été séquencée en paired-end en utilisant 100

cycles sur un séquenceur Illumina HiSeq2500. Pour chaque espèce utilisée dans

le chapitre 4, en plus de la librairie paired-end, 7 librairies ont été séquencées en

single-end en utilisant 50 cycles sur un séquenceur Illumina HiSeq2500 également.

Le séquençage a été effectué par la plateforme GenomEast de l’IGBMC (Illkirch,

France). Environ 50 millions de fragments ont été séquencés pour les librairies

paired-end et 30 millions pour les librairies single-end.

Toutes les données de séquençage haut-débit sur le modèle Asellidae produites

par l’équipe E3S sont regroupées et déposées dans ENA sous le numéro de projet

PRJEB14193 (https ://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRJEB14193).

Assemblage Les lectures ont été nettoyées et les transcriptomes séquencés en

paired-end ont été assemblés de novo avec Trinity (Grabherr et al., 2011). Le

pipeline d’assemblage étant différent dans chaque partie de la thèse, il sera décrit

au sein des différentes parties.
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2.3 Génomes mitochondriaux

Afin de calculer les taux de substitutions sur des gènes mitochondriaux, j’ai

assemblé les génomes mitochondriaux de toutes les espèces dont le transcriptome

a été séquencé. Pour assembler ces génomes mitochondriaux, 3 types de données

ont été utilisés :

— Du séquençage de génome faible couverture pour 22 espèces issues de Le-

fébure et al. (2006).

— Les transcriptomes des 55 espèces n’ayant pas de génome séquencé.

— Des données de séquençage Sanger

Assemblage à partir de séquençage de génomes faible couverture Le

génome mitochondrial étant présent en de multiples copies par cellules, un séquen-

çage faible couverture permet d’assembler les génomes mitochondriaux complets.

Les génomes de 22 espèces (faisant partie des 67 espèces dont le transcriptome a

été séquencé) publiés dans Lefébure et al. (2017) été utilisés. Les lectures ont été

utilisées pour assembler les génomes mitochondriaux avec MITObim (Hahn et al.,

2013) en utilisant le gène du COI (voir partie 2.1) comme point de départ pour

reconstruire le génome mitochondrial complet.

Assemblage à partir des transcriptomes Pour chacune des 55 espèces pour

lesquelles nous n’avions pas de séquençage de génome, les gènes mitochondriaux

de l’espèce la plus proche parmis les 22 assemblés précédemment ont été utilisés

comme point de départ dans MITObim. Dans tous les cas sauf un (Jaera prae-

hirsuta pour lequel le génome mitochondrial complet a été directement assemblé

par Trinity), MITObim est parvenu à assembler de grands contigs mitochondriaux

mais pas la totalité du génome mitochondrial. Les longs contigs mitochondriaux

ainsi assemblés sont ensuite alignés sur un génome mitochondrial complet (la

synténie des gènes mitochondriaux étant bien conservée chez les Asellidae). Lors-

qu’un recouvrement permettait d’assembler deux contigs, les deux contigs ont été
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fusionnés. Lorsqu’aucun recouvrement ne permettait de lier les différents contigs,

la séquence a été complétée par du séquençage Sanger en utilisant les contigs

autour de la séquence pour créer les amorces.

Les génomes mitochondriaux ont ensuite été annotés en utilisant le serveur

web MITOS (Bernt et al., 2013). Nous avons ainsi pu obtenir les 13 gènes mito-

chondriaux codant pour des protéines, nous permettant de calculer les taux de

substitutions mitochondriaux sur le maximum de gènes possible.

2.4 Gènes se non-fonctionnalisant en milieu souterrain

Nous avons vu que la transition du milieu de surface vers le milieu souter-

rain était accompagnée de la régression de nombreux traits (Partie 1.1). Nous

avons également vu qu’une difficulté de l’étude des taux de substitutions est la

différence de temporalité entre le taux de substitutions estimé sur une branche

et un trait mesuré sur les organismes vivant actuellement (Chap. 1, partie 2).

La branche terminale représente l’intervalle de temps entre la dernière spéciation

connue et aujourd’hui (temps de spéciation). Le taux de substitutions calculé sur

cette branche reflète donc le taux de substitutions moyen depuis la spéciation

à aujourd’hui. Hors, l’impact des changements de traits liés à la transition vers

le milieu souterrain sur les taux de substitutions ne commence qu’à partir du

moment où l’espèce colonise ce nouveau milieu. Si l’espèce a colonisé le milieu ré-

cemment, relativement au temps de spéciation, la proportion de la branche pour

laquelle l’espèce est souterraine est faible et le taux moyen sera plus proche de

celui d’une espèce de surface alors que l’espèce est catégorisée comme souterraine

(Figure 3.11). La non prise en compte de ce temps de colonisation du milieu sou-

terrain pourrait donc avoir pour effet de ‘noyer’ le signal et de donner un résultat

faussement négatif. Ce problème n’est pas spécifique au milieu souterrain, comme

nous l’avons vu dans la partie 2 du Chapitre 1, il s’agit du problème général des

corrélations entre des traits actuels et des taux de substitutions calculés sur un
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intervalle de temps. La prise en compte de ce problème permettrait de gagner

fortement en puissance dans les analyses. Pourtant, il est très rarement pris en

compte dans les études sur les taux de substitutions. Dans le cas des espèces sou-

terraines, une estimation du temps de colonisation permettrait de tenir compte

de cette différence de temporalité.

Box 1 : Modèles de diversification des espèces souterraines
La diversification des espèces souterraines peut se faire de deux façons : soit par la diversifica-
tion en milieu souterrain, soit à partir d’espèces de surface qui colonisent le milieu souterrain.
La distribution restreinte des espèces souterraines, ainsi que leur spécialisation poussée ont
amenées à des hypothèses relatives à la diversification en milieu souterrain majoritairement
basées sur la colonisation du milieu par les espèces de surface (Howarth, 1987; Barr et Hol-
singer, 1985), développant l’idée que la spéciation en milieu souterrain est rare. Cependant,
les travaux testant la diversification en milieu souterrain sont assez rares et il existe donc
assez peu de support empirique accréditant l’hypothèse que le milieu souterrain serait un
‘cul-de-sac’ évolutif. Récemment, Stern et al. (2017) suggèrent même que ce n’est pas le
cas. Théoriquement, la diversification en milieu souterrain devrait se faire par les processus
identiques à ceux en surface (vicariance ou adaptation à de nouvelle niche). En revanche,
le processus par lequel des espèces de surface sont à l’origine d’espèces souterraines est plus
spécifique à l’écologie des milieux souterrains. Deux principaux modèles ont été proposés
pour expliquer l’apparition des espèces souterraines : les modèles de relictes climatiques et le
modèle de saut adaptatif.
Le modèle de relictes climatiques (Peck et Finston, 1993) est basée sur l’observation d’un
grand nombre d’espèces dites relictes en milieu souterrain, à savoir des taxa qui apparaissent
complètement isolés des espèces de surface dans la phylogénie. Imaginons une rivière en
contact avec les eaux souterraines. Des individus d’une espèce stygophile (qui peut séjourner
en milieu souterrain) vivant dans la rivière occupent à la fois les eaux de surface et les eaux
souterraines. L’apport régulier d’individus provenant de la rivière conserve un brassage géné-
tique entre les deux milieux, il n’y a donc pas formation de nouvelles espèces. Un changement
climatique provoque l’arrêt de l’écoulement de la rivière, il y a alors une déconnexion des
milieux souterrains et un arrêt des échanges génétiques avec la surface menant à la formation
de nombreuses populations souterraines déconnectées pouvant amener une spéciation allo-
patrique par un processus d’isolement géographique. Ainsi, à partir d’une espèce de surface
on obtient plusieurs espèces indépendantes malgré des pressions de sélection identiques. Ce
modèle prévoit que toute la biodiversité souterraine est issue de la biodiversité de surface. Il
existe d’autres modèles de relictes climatiques (Boutin et Coineau, 1990; Notenboom, 1988;
Holsinger, 1994). Tous ces modèles font appel à une cause extrinsèque (glaciation, assèche-
ment, régression,...) interrompant les flux géniques entre populations épigées et hypogées. Ces
modèles proposent une spéciation allopatrique concomitante à la colonisation du milieu. On
s’attend dans les modèles précédents à ce qu’il y ait très peu d’espèces de surface et un grand
nombre d’espèces souterraines. Cependant, on trouve parfois au même endroit, des espèces de
surface et des espèces souterraines. Le modèle de saut adaptatif proposé par Howarth (1987)
explique ce phénomène par un processus de sélection différentielle entre le milieu de surface
et le milieu souterrain, amenant à une sélection disruptive. Ce modèle prévoit que si le taux
de migration vers le milieu souterrain est faible alors l’homogénéisation n’est pas suffisante,
permettant une spéciation. Pour des organismes qui ont des potentialités à survivre dans le
milieu souterrain ce processus peut se produire un grand nombre de fois.

Les approches standards d’inférence des changements de milieux ou de traits

par modélisation le long de la phylogénie ne sont pas adaptées au modèle sou-

terrain. En effet, les principales hypothèses expliquant la colonisation du milieu
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Figure 3.11 – Effet du temps de colonisation (Tcol) du milieu souterrain sur
l’estimation du dS calculée sur la branche de l’arbre. La longueur de la branche
correspond au temps de spéciation (T). Le dS de la branche est une moyenne
du dS d’une espèce de surface et du dS d’une espèce souterraine, pondérée par le
temps passé dans chaque habitat (A). Si une espèce a colonisé le milieu peu de
temps après la spéciation, le dS calculé sur la branche sera proche de celui d’une
espèce souterraine (B). Si la colonisation est très récente par rapport au temps
de spéciation, le dS calculé sur la branche sera proche de celui d’une espèce de
surface (C).

souterrain impliquent une extinction de l’espèce de surface ancestrale (Box 1).

Ainsi, dans la phylogénie, on trouve de grands groupes ne contenant que des

espèces souterraines probablement en raison de la disparition des espèces de sur-

face, rendant une approche par parcimonie erronée. En effet, une telle approche

supporterait un scénario dans lequel une seule transition très ancestrale a eu lieu.

Un autre moyen d’estimer des changements majeurs (transitions écologiques,

changement de régime alimentaire,...) est l’utilisation de la pseudogénisation. En
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effet, après des transitions importantes, il arrive que certaines fonctions n’aient

plus aucune utilité. On peut citer par exemple les bactéries endosymbiotiques qui

perdent un grand nombre de fonctions redondantes avec leur hôte (Gil et al., 2003;

Ham et al., 2003), la perte des dents chez les mysticètes (DavitBéal et al., 2009) ou

encore la perte des récepteurs de la saveur umami chez les carnivores (Jiang et al.,

2012). En lien avec la régression de ces traits, les gènes codant pour ces traits ne

sont plus sous sélection et passent d’un régime de sélection purifiante à un régime

de sélection neutre. En comparant l’intensité de la sélection qui s’exerce sur des

fonctions devenues inutiles en milieu souterrain entre des espèces de surface et

des espèces souterraines, on peut estimer le temps de colonisation de ces espèces

souterraines. L’intensité de la sélection naturelle peut être estimée en calculant le

ratio du taux de substitutions non-synonymes (dN) sur le taux de substitutions

synonymes (dS). Dans le cas d’une sélection purifiante les mutations modifiant la

séquence protéique (mutations non-synonymes) sont en grande partie éliminées,

ainsi le ratio dN/dS est proche de zéro. Dans le cas d’une sélection positive, les

mutations non-synonymes sont favorisées par la sélection, dN/dS est alors supérieur

à 1. Dans le cas d’une absence de sélection, le taux de substitutions non-synonymes

dépend simplement du taux de mutations, tout comme le taux de substitutions

synonymes, dN/dS vaut donc 1. Ainsi, en considérant que le gène est sous sélection

purifiante chez les espèces de surface actuelles, on peut calculer un dN/dS du

gène avant la colonisation (i.e. on fait l’hypothèse qu’avant de coloniser le milieu

l’espèce avait un régime de sélection identique aux espèces de surface actuelles).

On considère qu’après la colonisation, le gène évolue de façon neutre, le dN/dS de

ce gène vaut donc 1. Le dN/dS de ce gène estimé pour l’espèce souterraine sur la

branche terminale correspond à un dN/dS moyen depuis la spéciation. Ce dN/dS

moyen est donc une moyenne du dN/dS de surface et du dN/dS souterrain, pondéré

par le temps passé dans chaque milieu (Figure 3.12) :

dN/dSBranche = dN/dSSurface ∗TSurface

T emps
+ dN/dSSouterrain ∗TSouterrain

T emps
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T
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T*(dN/dS Branche - dN/dS Surface)
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Figure 3.12 – Principe du calcul du temps de colonisation en utilisant les valeurs
de dN/dS calculées sur un gène devenant non-fonctionnel en milieu souterrain.

Le dN/dSSouterrain vaut 1, le temps passé en souterrain correspond au temps de

colonisation (Tcol), le temps passé en surface sur la branche correspond au temps

depuis la spéciation (T) moins le temps de colonisation.

dN/dSBranche = dN/dSSurface ∗(T −T col)+T col

T

dN/dSBranche , dN/dSSurface , et T peuvent être estimés à partir d’un alignement et

d’une phylogénie calibrée dans le temps. Nous pouvons ainsi calculer le temps de

colonisation :

Tcol = T ∗(dN/dSBranche −dN/dSSurface )
1−dN/dSSurface

Ce qui nous intéresse n’est pas le temps absolu depuis lequel l’espèce est sou-

terraine mais la proportion de la branche pour laquelle l’espèce est souterraine

(Tcol/T). Ainsi, le calcul d’un temps absolu n’est pas nécessaire, la longueur de

branche (nombre de substitutions par site) suffit.

La plupart des gènes candidats pour étudier l’évolution régressive sont des

gènes codant pour des photorécepteurs liés à la vision. Alors que certains au-
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teurs ont montré des évidences de non-fonctionnalisation de ses gènes chez les es-

pèces souterraines (Leys Remko et al., 2005; Niemiller et al., 2012; Jacobs, 2013),

d’autres études n’ont montré aucun signe de non-fonctionnalisation (Crandall et

Hillis, 1997; Friedrich et al., 2011). La plupart des études ont cependant été faites

avec très peu d’espèces (souvent une espèce de surface et une souterraine) et par-

fois sur des espèces ayant divergées très récemment, ne laissant pas assez de temps

pour que des mutations non-fonctionnalisantes se produisent et se répandent dans

la population. Afin de rechercher des gènes candidats pouvant être utilisés dans

le calcul du temps de colonisation, des gènes liés à des fonctions qui régressent

en milieu souterrain ont été sélectionnés. Ainsi, des gènes liés à la vision ainsi

qu’au rythme circadien ont été sélectionnés dans la littérature. Une étape d’am-

plification et de séquençage de ces gènes a ensuite été effectuée afin de tester si ces

gènes montrent des signes de régression en milieu souterrain : soit en cherchant

des signes de non-fonctionnalisation (insertions délétions provoquant un décalage

du cadre de lecture ou codons stop dans la séquence codante), soit en testant une

augmentation du dN/dS en milieu souterrain. A ce jour, les seuls gènes montrant

une non-fonctionnalisation évidente chez les espèces souterraines sont les gènes

des opsines (photorécepteurs).

Nous avons ainsi estimé le temps depuis lequel une espèce a colonisé le mi-

lieu souterrain en utilisant la non-fonctionnalisation d’un des gènes de l’opsine.

En effet, de façon concomitante avec la régression du système oculaire, certaines

espèces souterraines présentent des mutations non-fonctionnalisantes sur le gène

de l’opsine (Niemiller et al., 2012) qui indiquent une perte de contrainte fonc-

tionnelle. Pour 89 espèces, nous avons pu reconstruire la séquence d’un gène de

l’opsine (deux paralogues de l’opsine sont connus chez les Asellidae). Les séquences

ont été déterminées en utilisant des séquences issues (i) des transcriptomes, (ii)

de séquençage Sanger en utilisant les primers PCR (LWF1a et Scylla) définis

dans Taylor et al. (2005) et (iii) des lectures Illumina issues des génomes. Ces
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lectures Illumina ont été alignées sur la séquence de l’opsine de l’espèce la plus

proche en utilisant BWA (algorithme d’alignement) (Li et Durbin, 2009) et une

séquence consensus a été créée en utilisant la suite SAMtools (Li et al., 2009).

Les séquences ont été alignées de visu en raison de la présence d’un intron et

d’une grande insertion chez les espèces du groupe Proasellus cavaticus. Une sé-

quence codant pour une protéine fonctionnelle a été utilisée comme référence afin

de déterminer le cadre de lecture. Dans le cas où plusieurs espèces montraient

des signes identiques de non fonctionnalisation (même mutation non-sens, délé-

tion ou insertion), une seule séquence a été conservée pour le calcul du temps

de colonisation. En effet, le calcul du temps de colonisation ne fonctionne que

si la colonisation a eu lieu le long de la branche terminale. Si la diversification

s’est faite après la colonisation, il est donc nécessaire de ne conserver qu’une

seule branche. L’intron, les insertions et les frameshift ont été supprimés avec les

script addCodonStructureToAln.pl et struct2codonAln.pl du module BioPseudo-

gene (https : //github.com/TristanLefebure/BioPseudogene) afin de ne conser-

ver que la séquence codante du gène. Les dN/dS ont ensuite été calculés avec la suite

Bio++ (Dutheil et Boussau, 2008). Un modèle non-homogène (modèle NY68) a

été premièrement appliqué à l’alignement avec BppML puis le programme MapNH

(Version 1.1.1) du package TestNH (Guéguen et Duret, 2018) a été utilisé pour

reconstruire les taux de substitutions synonymes et non-synonymes sur chaque

branche. La phylogénie calibrée dans le temps a ensuite été utilisée pour calculer

le temps de colonisation. Enfin ce temps de colonisation a été divisé par le temps

de spéciation afin d’obtenir la proportion de la branche qui correspond à une es-

pèce souterraine. En effet, c’est bien cette proportion qui nous indique si le taux

de substitutions calculé sur cette branche correspond à un état majoritairement

souterrain ou de surface.

Contributions De nombreuses données moléculaires utilisées dans cette thèse

sont issues de nombreuses années de travail effectué par l’équipe de recherche
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Ecologie et Evolution des Écosystèmes Souterrains du LEHNA. Ainsi, une grande

partie des données a été générée en amont de cette thèse. Les individus utilisés

pour le séquençage ont été en grande partie échantillonnés par les membres du la-

boratoire depuis 2008 au cours de grandes campagnes d’échantillonnage auxquelles

j’ai participé ces 4 dernières années, mais sont également issus de nombreux envois

de la part de la communauté scientifique, en raison de l’expertise de l’équipe sur

ce groupe. Le travail de laboratoire a, en très grande partie, été effectuée par Lara

Konecny-Dupré, ma participation sur cette partie a été anecdotique. L’assemblage

des transcriptomes a été effectuée par Tristan Lefébure. J’ai effectué la délimita-

tion des gènes orthologues pour le chapitre 5 mais celle du chapitre 4 provient du

travail de thèse de Clémentine François et celle du Chapitre 6 a été effectuée par

Laura Grice. J’ai effectué l’assemblage de tous les génomes mitochondriaux. Le

séquençage Sanger des gènes de l’opsine a été effectué en grande partie avant mon

arrivée au laboratoire. J’ai encadré plusieurs stages qui ont consisté à chercher

d’autres gènes se non fonctionnalisant, mais toutes les tentatives se sont soldés

par des échecs.
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Chapitre 4

Impact des traits d’histoire de vie

sur les taux d’évolution

moléculaire

Ce chapitre a fait l’objet d’une publication dans Molecular Biology and Evolu-

tion, Volume 35, Issue 12, Décembre 2018, Pages 2900–2912, présentée en Annexe

6.

1 Introduction

Nous avons vu, dans le premier chapitre, que la plupart des hypothèses cher-

chant à expliquer les variations de taux de substitutions observées entre les es-

pèces étaient basées sur les traits d’histoire de vie des organismes. L’hypothèse du

temps de génération (Li et al., 1987) explique les différences de taux de substitu-

tions entre les mammifères par le fait que, toutes choses étant égales par ailleurs,

un organisme dont le temps de génération est plus long copiera son ADN moins

de fois sur un même intervalle de temps qu’une espèce dont le temps de généra-
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tion est court. Ainsi, les erreurs liées à la réplication se produiront moins souvent,

engendrant un taux de mutations par millions d’années, plus faible. Cet effet a

été montré chez les mammifères (Ohta, 1993; Bromham et al., 1996), les oiseaux

(Mooers et Harvey, 1994), les protostomiens (Thomas et al., 2010) et les plantes

(Smith et Donoghue, 2008). L’hypothèse du taux métabolique (Martin et al.,

1992) suggère que les espèces de faible poids génèrent une plus grande quantité

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) que les espèces ayant un poids élevé, en

lien avec leur taux métabolique par unité de masse plus élevé. Ces ROS ayant des

effets mutagènes (Barja, 2002), une augmentation de leur production entraînerait

une augmentation du nombre de mutations. L’hypothèse de longévité propose une

interprétation évolutive du lien entre la production de ROS et le taux de substitu-

tions (Nabholz et al., 2007). Cette hypothèse formalise, à une échelle évolutive, les

prédictions de la théorie du vieillissement mitochondrial (Kujoth et al., 2007) qui

propose que les mutations dans les cellules somatiques qui se produisent dans la

mitochondrie affectent l’efficacité de la chaîne respiratoire mitochondriale. Cette

baisse d’efficacité augmente la production de ROS, déclanchant un cercle vicieux

qui amène à terme au vieillissement des organismes. A une échelle évolutive, les

pressions de sélection qui s’exercent sur les espèces longévives devraient réduire

le taux de mutations mitochondriales en diminuant l’impact des ROS, en aug-

mentant la fidélité de la réplication ou en améliorant l’efficacité de la réparation.

On voit donc apparaître un compromis entre le coût des mécanismes permettant

de limiter les mutations et le fardeau mutationnel, dont l’équilibre dépend de la

longévité de l’espèce.

Ces trois hypothèses montrent cependant des lacunes. L’hypothèse du temps

de génération semble incapable d’expliquer la différence de taux d’évolution entre

requins et primates, malgré des temps de génération similaires (Martin et al.,

1992). Alors que certains travaux montrent un effet du taux métabolique (Mooers

et Harvey, 1994; Bromham et al., 1996), Lanfear et al. (2007), en incluant une
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large variété de taxons dans leur analyse, ne montrent pas de relation entre le taux

métabolique et le taux de substitutions. Ce résultat ne remet pas en cause l’effet

mutagène des ROS mais montre que la relation entre ROS, taux métabolique et

taux de substitutions est loin d’être claire. En revanche, aucun élément ne permet,

aujourd’hui, de remettre en cause l’hypothèse de longévité, si ce n’est qu’elle n’a

jamais été testée en dehors des mammifères.

Afin de tester ces différentes hypothèses nous avons utilisé la transition vers

le milieu souterrain effectuée indépendamment par différentes espèces d’Asellidae.

Nous avons vu dans le premier chapitre que cette transition écologique induit

l’apparition, chez les espèces souterraines, d’une modification importante des traits

d’histoire de vie avec un allongement de la longévité (de 5 à 15X), un retardement

de la maturité sexuelle et une baisse du nombre de descendants (Henry, 1976).

Cette famille nous permet, de plus, de disposer d’une phylogénie bien résolue

(Morvan et al., 2013), d’un nombre suffisant de comparaisons, ainsi que d’un

temps de divergence qui permet des estimations robustes des taux d’évolution

moléculaire. Cependant, la transition d’habitat peut varier fortement entre les

espèces. Comme expliqué dans la partie 2.4 du Chapitre 3, ces différences de temps

de colonisation peuvent impacter la corrélation entre le taux de substitutions et

les traits de ces espèces, il est donc important d’estimer la date de colonisation et

d’en tenir compte dans les analyses.

L’hypothèse de longévité et l’hypothèse du taux métabolique impliquent que

les taux d’évolution devraient être plus faibles chez les espèces longévives, avec un

ralentissement plus marqué dans le compartiment mitochondrial que nucléaire : le

vieillissement étant lié aux mutations mitochondriales, le ralentissement devrait

être plus important dans ce compartiment. En revanche l’hypothèse du temps de

génération prévoit un effet similaire dans les deux compartiments. Quelle que soit

l’hypothèse, l’effet devrait être d’autant plus marqué que l’espèce a colonisé le

milieu depuis longtemps (voir Chap. 3 partie 2.4).

95



CHAPITRE 4. IMPACT DES TRAITS D’HISTOIRE DE VIE SUR LES TAUX
D’ÉVOLUTION MOLÉCULAIRE

Cette transition est toutefois associée à des facteurs confondants et à des biais

méthodologiques pouvant brouiller l’empreinte des traits d’histoire de vie sur les

taux de substitutions. Premièrement, les rayonnements ultraviolets (UV) étant

reconnus pour leur effet mutagène, ils pourraient augmenter le taux de muta-

tions des espèces de surface. Il est cependant possible de tester leur effet grâce à

leur signature mutationnelle. Deuxièmement, pour avoir une estimation du taux

de mutations, le taux de substitutions synonymes (dS) est utilisé, celui-ci étant

considéré comme neutre (Kimura, 1968). Toutefois le dS n’est effectivement neutre

qu’en l’absence de sélection traductionnelle. Cette sélection engendre un choix pré-

férentiel entre les codons qui codent pour un même acide aminé, en favorisant ceux

qui correspondent aux ARNs de transfert les plus abondants, favorisant ainsi la

rapidité de la traduction (Ikemura, 1982). Enfin, le génome mitochondrial évolue

beaucoup plus rapidement que le génome nucléaire et possède beaucoup moins de

gènes. Il est ainsi plus sensible aux problèmes de saturation (plus d’une mutation

sur un site de l’alignement) et il a moins de puissance que le génome nucléaire

pour détecter des différences de taux d’évolution. La puissance et la saturation

sont donc à prendre en compte dans l’analyse.

Nous avons donc cherché à comparer les taux d’évolution nucléaires et mito-

chondriaux de 13 couples d’espèces phylogénétiquement proches, mais vivant en

environnements contrastés, afin de comprendre l’effet d’une augmentation de la

longévité sur les taux de substitutions. En utilisant des gènes se non-fonctionnalisant

en milieu souterrain, nous avons pu dater les évènements de colonisation de ce mi-

lieu, et ainsi, prendre en compte ce paramètre dans notre analyse. L’utilisation

d’un proxy du taux métabolique nous a permis de tester la relation entre le méta-

bolisme et le taux de substitutions. Enfin, nous avons également estimé l’influence

possible de facteurs confondants (UV et sélection traductionnelle) ou de biais ana-

lytiques (saturation et puissance) sur nos résultats.
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2 Matériel et Méthodes

Données moléculaires et calcul des taux de substitutions En utilisant

une large phylogénie des Asellidea (Morvan et al., 2013), 13 paires d’espèces,

contenant chacune une espèce épigée et une espèce hypogée, ont été délimitées,

représentant ainsi 13 transitions indépendantes vers le milieu souterrain. Pour

chacune des 26 espèces, les individus ont été récoltés dans leur environnement et

congelés vivants dans les minutes suivant leur collecte. Pour chaque espèce, les

données transcriptomiques de Francois et al. (2016a) ont été utilisées et le gé-

nome mitochondrial a été assemblé (voir Chap. 3, partie 2.3), nous permettant

d’obtenir 382 gènes nucléaires et 12 gènes mitochondriaux. Les gènes ont été ali-

gnés avec PRANK (Löytynoja et Goldman, 2008), et les sites potentiellement mal

alignés ont été masqués avec GBlocks (Castresana, 2000). Les gènes ont ensuite

été concaténés indépendamment pour le compartiment nucléaire et mitochondrial.

Un arbre phylogénétique a été construit avec PhyML v3.0 (Guindon et al., 2010)

sous un modèle GTR+G+I. Les taux de substitutions synonymes par unité de

temps ont été estimés en utilisant le logiciel CoEvol (Lartillot et Poujol, 2011). Ce

programme implémente un modèle de codon Muse et Gaut (Muse et Gaut, 1994),

avec une variation Brownienne du dS et du dN/dS le long des branches de l’arbre.

Temps de colonisation Nous avons estimé le temps depuis lequel l’espèce

a colonisé le milieu souterrain en utilisant la non-fonctionnalisation du gène de

l’opsine (voir Chap. 3, partie 2.4). Pour 23 espèces, nous avons pu reconstruire la

séquence du gène de l’opsine. Les dN/dS des opsines ont été estimés en utilisant

le programme CodeML du package PAML (Yang, 2007) et ont ensuite été utilisés

pour calculer la proportion de la branche qui correspond à une espèces souterraine

(RCT).

Taux métabolique Sous l’hypothèse que l’activité de la chaîne respiratoire in-

fluence le taux de mutations, le taux métabolique devrait être corrélé au dS. Pour
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tester cette hypothèse, le ratio RNA/protein a été utilisé comme proxy du taux

métabolique. Ce ratio est un bon proxy du nombre de ribosomes actifs par protéine

synthétisée (Cox, 2003; Karpinets et al., 2006). Lorsqu’il est mesuré à l’échelle de

l’organisme, ce ratio reflète la vitesse à laquelle les proteines sont renouvelées. Une

corrélation positive entre ce ratio et le taux de croissance a été observée chez des

organismes variés (Neidhardt et Magasanik, 1960; Leick, 1968; Cox, 2003; Kar-

pinets et al., 2006; Wojewodzic et al., 2011; Houlihan et al., 1990; Pierce et al.,

1999; Mathers et al., 1992; Peragón et al., 2001; Wagner et al., 2001; McKEE et

Knowles, 1987; Xing et al., 2016). Ce ratio devrait donc être positivement corrélé

avec le taux métabolique, même si cette relation devrait être validée chez les iso-

podes. Pour 16 espèces, nous avons récupéré le ratio RNA/protein mesuré dans

Lefébure et al. (2017) : pour 10 individus par espèce, l’ARN total et les protéines

totales ont été extraits avec un protocol TRI-Reagent (Molecular Research Cen-

ter). L’ARN total a été quantifié par fluorimétrie (Qubit ; Life technologies) et

les protéines totales ont été obtenues en utilisant l’acide Bicinchoninique (Smith

et al., 1985). Le ratio ARN/protein a été estimé par l’ARN total normalisé par la

biomasse de protéine.

Rayonnements Ultraviolets Une différence environnementale majeure entre

espèces de surface et souterraines, directement susceptible d’affecter les taux de

substitutions est la présence de rayonnement ultra-violet (UV). L’effet de ces

rayonnements a été testé en utilisant le patron de substitutions spécifique des

UV. Ces rayonnements provoquent une photo-excitation des sites dipyrimidiques

(i.e. composés de cytosines et/ou de thymines) qui forme une liaison covalente à

la place de la liaison hydrogène entraînant une torsion de la molécule d’ADN et

empêchant la transcription. Les polymérases capables de transcrire ces molécules

endommagées remplacent les deux pyrimidines par des T (Brash, 2015). Ainsi, une

différence d’effet des UVs devrait se traduire par une différence de composition

en dinucléotides CpT, TpC CpC ou TpT. Cette différence peut être dans les deux
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sens : l’espèce la plus exposée pourrait présenter un plus grand nombre de sites

TT par effet mutagène ou pourrait montrer un déficit de sites dipyrimidiques,

la sélection naturelle favorisant les sites non sensibles aux UV. Dans le but de

détecter un biais de composition en dinucléotides CpT, TpC CpC ou TpT, la

statistique Zscore, proposée par (Palmeira et al., 2006) dans le package sequinR

(Charif et Lobry, 2007), a été calculée pour chaque espèce sur la concaténation

des 382 gènes sous un modèle ‘syncodon’ avec 1000 permutations. Cette méthode

permet de tenir compte de la fréquence de chaque nucléotide de la séquence ainsi

que de la structure en codons, ce qui permet d’obtenir des résultats similaires à

ceux obtenus sur des régions non codantes. Une différence de Zscore entre espèces

de surface et souterraines a été testée par un test des rangs signés de Wilcoxon

pour données appariées, permettant de considérer la structure en paire d’espèces.

Les Zscores n’ont été calculés que sur les gènes nucléaires car le système de

réparation du génome mitochondrial ne répare pas les mutations liées aux UV, les

mitochondries endommagées étant éliminées (Clayton et al., 1974).

Sélection traductionnelle Pour un même acide aminé, certains codons peuvent

être préférentiellement choisis par rapport à d’autres pour des raisons d’efficacité

de la traduction (rapidité et fidélité). Cette sélection traductionnelle a pour effet

de rendre certaines substitutions synonymes non neutres et potentiellement d’in-

valider les conclusions sur les taux d’évolution moléculaire calculés sur l’ensemble

des positions synonymes. Afin de vérifier l’absence de biais dus à cette sélection,

l’usage relatif des codons synonymes (RSCU) a été calculé pour les 10% de gènes

les plus exprimés et pour les 10% de gènes les moins exprimés. En cas de sélection

traductionnelle, les gènes les plus exprimés présentent la plus forte fréquence de

codons optimaux. Le RSCU permet de comparer la fréquence attendue d’un co-

don, en fonction de la composition en base du génome, et la fréquence réellement

observée. La différence de RSCU entre gènes fortement et faiblement exprimés a

ensuite été calculée, permettant ainsi de détecter les codons favorisés ou évités.
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Pour les gènes mitochondriaux, n’ayant que 13 gènes qui sont tous transcrits en

un seul bloc (et n’ont donc pas ou peu de différence d’expression), le calcul d’un

RSCU est impossible. Le nombre effectif de codons (ENC) a été calculé en uti-

lisant le package seqinR du logiciel R. L’ENC varie entre 20 et 61, 20 indiquant

qu’un codon unique est utilisé pour chaque acide aminé et 61 que tous les codons

sont utilisés équiprobablement pour un acide aminé. L’ENC ne permet pas de

détecter la sélection traductionnelle. Néanmoins, il permet de détecter un biais

d’usage du code qui peut être lié à la sélection traductionnelle.

Saturation Les gènes mitochondriaux évoluant beaucoup plus rapidement que

les gènes nucléaires, l’estimation des taux de substitutions peut être mauvaise du

fait de problèmes de saturation (plusieurs substitutions sur le même site). Afin

d’évaluer l’impact de cette saturation, des graphiques de la divergence observée

(nombres de différences observées entre deux séquences) en fonction de la diver-

gence estimée sous un modèle d’évolution GTR + G + I (distance patristique)

ont été tracés en différenciant les taux de transversions et de transitions et les

différentes positions des codons. Les transversions (i.e. substitution d’une purine

-A ou G- vers une pyrimidine -C ou T- ou inversement) étant plus rares que les

transitions (i.e. substitution d’une purine vers une autre purine ou d’une pyrimi-

dine vers une autre pyrimidine), elles ont tendance à être moins saturées. Sur la

base de ces graphiques, et afin de limiter l’effet de la saturation dans les gènes

mitochondriaux, seules les transversions synonymes ont été utilisées pour estimer

les taux d’évolution dans le génome mitochondrial. Pour cela, la suite Bio++ (Du-

theil et Boussau, 2008) a été utilisée : les paramètres du modèle d’évolution ont

été optimisés avec le programme BppML avec un modèle non-homogène (Modèle

NY68), puis le programme MapNH du package TestNH (version 1.1.1) a per-

mis de reconstruire les états ancestraux et d’estimer le nombre de transversions

synonymes. Les transversions synonymes ainsi obtenues ont été divisées par les

longueurs de branches du chronogramme afin d’obtenir un taux comparable entre
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toutes les espèces.

Puissance Le nombre de gènes mitochondriaux étant largement inférieur au

nombre de gènes nucléaires (12 contre 382), des différences de résultats pourraient

venir d’une différence de puissance entre les deux compartiments. Afin de tester

cette hypothèse, un ré-échantillonnage de codons a été effectué dans l’alignement

des gènes nucléaires. La vitesse d’évolution des deux compartiments génomiques

étant différente, le signal porté par un codon n’est pas le même dans les deux com-

partiments. On ne peut donc pas simplement ré-échantillonner le compartiment

nucléaire de façon à ce qu’il y ait le même nombre de sites que dans l’alignement

mitochondrial, car il y aurait alors beaucoup plus de mutations dans la mitochon-

drie. Il faut donc échantillonner des codons nucléaires de façon à obtenir le même

nombre moyen de substitutions que dans le génome mitochondrial. Ainsi, 1000

alignements de 26566 codons ont été échantillonnés dans l’alignement nucléaire.

Sur chaque échantillon, le nombre de transversions synonymes a été calculé avec

MapNH puis divisé par le chronogramme. La moyenne du contraste du nombre

de transversions synonymes [S = 1
13

∑13
i=1 log( T vSsurfacei

T vSsubterraneani

)] a été calculée pour

chaque échantillon et sur la concaténation des gènes mitochondriaux afin d’esti-

mer la probabilité que la concaténation de gènes mitochondriaux soit équivalente

à un sous-échantillon des gènes nucléaires.

3 Résultats

Taux de substitutions Sous l’hypothèse de longévité, on s’attend à observer

une baisse du taux de substitutions synonymes (dS) chez les espèces souterraines

dans les deux compartiments génomiques, avec une baisse plus fortement mar-

quée dans le génome mitochondrial. Dans le compartiment nucléaire, on observe

effectivement un taux de substitutions synonymes plus faible chez les espèces sou-

terraines (PGLS p.value=0.019). En revanche, de façon surprenant, ce patron n’est
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pas retrouvé dans le génome mitochondrial (PGLS, p.value=0.562, Figure 4.1).
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Figure 4.1 – Taux de substitutions des génomes nucléaires (centre) et mitochon-
driaux (droite) des 13 paires espèces d’Aselloidea (gauche) composées chacune
d’une espèce de surface (cercle noir) et d’une espèce souterraine (cercle blanc).
L’échelle de temps du chronogramme (gauche) est arbitrairement fixée de façon à
ce que l’âge à la racine soit 1. Lorsqu’un gène de l’opsine a pu etre obtenu pour
l’espèce, une étoile rouge sur le chronogramme indique le temps de colonisation
estimé avec la non-fonctionnalisation du gène de l’opsine. Les taux sont exprimés
en taux de substitutions synonymes par site synonyme (dS) relativement à l’âge
de la racine (ra) avec l’intervalle de crédibilité à 95% tel qu’estimé par CoEvol.
Pour chaque paire, le pourcentage indique la variation chez l’espèce souterraine,
relativement à l’espèce de surface. Lorsque cette variation a une probabilité pos-
térieure d’être différente de zéro supérieure à 0.9, la paire d’espèces est surlignée
avec une boite colorée foncée (augmentation) ou claire (diminution)

Temps de colonisation Sous l’hypothèse d’une baisse du taux de substitutions

en milieu souterrain, plus la proportion de la branche où l’espèce est souterraine

est grande, plus le taux de substitutions doit être réduit. On observe en effet, dans
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le génome nucléaire, qu’il y a une corrélation négative entre le taux de substitu-

tions synonymes (dS) et le temps de colonisation relatif (RCT, proportion de la

branche pour laquelle l’espèce souterraine, Figure 4.2, PGLS, p.value = 3.10˘4).

Dans le génome mitochondrial, aucune corrélation entre le taux de transversions

synonymes et le RCT n’est retrouvée (PGLS, p.value= 0.562), confirmant les ré-

sultats obtenus en utilisant l’habitat.
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Figure 4.2 – Corrélation entre le taux de substitutions synonymes relatif à l’âge
de la racine (dS/ra) et la proportion de la branche terminale qui correspond à une
espèces souterraine (RCT) pour le génome nucléaire (gauche) et mitochondrial
(droite). Les espèces souterraines sont représentées avec des cercles blancs et les
espèces de surface avec des cercles noirs. Les deux espèces d’une paire sont reliées
avec une ligne noire. Les différents niveaux de gris indiquent les espèces pour
lesquels le mode de vie souterrain représente <1% de la branche terminale (gauche)
ou >10% de la branche terminale (droite).

Taux métabolique Sous l’hypothèse que l’activité de la chaîne respiratoire

influence le taux de mutations, le taux métabolique devrait être corrélé au dS.

Nous trouvons ici une corrélation positive entre le ratio ARN/protéine et le dS

nucléaire (Figure 4.3, PGLS, p.value=7.10˘4). En revanche aucune corrélation

n’est trouvée avec le dS mitochondrial (PGLS, p.value=0.380).
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Figure 4.3 – Corrélation entre le taux de substitutions synonymes relatif à l’âge
de la racine (dS/ra) et le ratior ARN/protéin pour le génome nucélaire(gauche) et
mitochondrial (droite). Les espèces souterraines sont représentées avec des cercles
blancs et les espèces de surface avec des cercles noirs. Les deux espèces d’une paire
sont reliées avec une ligne noire. La ligne pointillée indique la régression linéaire
estimée par un PGLS.

Rayonnements ultra-violets Aucun des quatre dinucléotides dipyrimidiques

supposés être impactés par les UV (TpT, CpT, TpC ou CpC) n’est significa-

tivement sur ou sous-représenté (Figure 4.4, Wilcoxon, p.value > 0.05). Cette

observation va à l’encontre de l’hypothèse selon laquelle les espèces soumises aux

UV présenteraient plus de mutations de CC vers TT, ainsi que l’hypothèse selon

laquelle la sélection amènerait à un évitement des sites dipyrimidiques.

Sélection traductionnelle La sélection traductionnelle engendre un choix pré-

férentiel de certains codons synonymes pour des raisons de rapidité de la traduc-

tion. Pour estimer les taux d’évolution moléculaire on utilise le dS, car on le

considère comme une bonne estimation du taux de mutations, ce qui n’est vrai

que si le dS évolue de façon neutre. Lorsqu’il y a de la sélection traductionnelle,

le dS n’est plus neutre et ne peut donc plus être utilisé pour la mesure des taux

d’évolution moléculaire. Au niveau des gènes nucléaires, on trouve une tendance

non-significative vers une augmentation du nombre de codons optimaux chez les
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Figure 4.4 – Δ Zscore (Zscore surface−Zscore souterrain) pour les quatre dinu-
clotides sensibles aux rayonnements UV. Le Zscore (Palmeira et al., 2006) calcule
l’excès de chaque dinucléotide sur les positions synonymes en comparaison à un
modèle neutre basé sur la fréquence en nucléotides. Si l’absence d’exposition aux
UVs avait un effet direct sur le taux de mutations, une corrélation positive avec
le Δ Zscore devrait être trouvée.

espèces de surface (PGLS, p.value=0.18). Ces résultats indiquent que la sélection

traductionnelle est très faible chez ces espèces. La sélection traductionnelle ne

peut pas expliquer les différences de taux d’évolution moléculaire observées dans

le génome nucléaire, car une augmentation de cette sélection chez les espèces de

surface devrait réduire le dS et non l’augmenter. Les valeurs d’ENC calculées sur

les gènes mitochondriaux vont de 43 à 55, excepté pour Bragasellus peltatus qui a

une valeur à 38. Les valeurs sont élevées (Wright, 1990), indiquant un faible biais

d’usage. De plus, l’ENC n’est pas corrélé avec l’habitat (PGLS, p.value=0.38).

En résumé, il n’y a aucune évidence que la sélection sur l’usage du code pourrait

biaiser les dS estimés, que ce soit dans le compartiment nucléaire ou mitochondrial.

Saturation La saturation entraîne une sous-estimation du nombre réel de sub-

stitutions qui peut gommer un signal existant. Le génome mitochondrial évoluant

plus rapidement que le génome nucléaire, il est plus sujet à la saturation. Les ana-
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lyses de saturations montrent que le génome mitochondrial présente une saturation

importante au niveau des transitions synonymes. Cependant les transversions sy-

nonymes (ici estimés en utilisant la troisième position des codons) évoluent de

façon monotone avec la distance des espèces, et ne sont donc pas saturées. Tout

comme le dS, le nombre de transversions synonymes ne va pas dans le sens d’un

ralentissement du taux de substitutions en milieu souterrain tel qu’attendu sous

l’hypothèse de longévité (PGLS, p.value=0,847) et il n’y a de corrélation signi-

ficative ni avec le temps de colonisation (PGLS, p.value=0.881), ni avec le ratio

ARN/protéine (PGLS, p.value=0.559).
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Figure 4.5 – Distribution de la statistique S = 1
13

∑13
i=1 log( T vSsurfacei

T vSsubterraneani

) per-
mettant de tester si le découplage observé entre le taux de substitutions nucléaire
et le taux de substitutions mitochondrial est dû à la différence de taille des jeux
de données. Cette statistique a été calculée sur 1000 rééchantillonnages de 26566
codons dans l’alignement nucléaire (en blanc) et sur l’alignement mitochondrial
(ligne noire). TvSsurfacei

est le nombre de transversions synonymes estimé sur la
branche terminale menant à l’espèce de surface de la paire i et TvSsubterraneani

est
l’estimation analogue pour l’espèce souterraine de la paire.
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Puissance statistique Le ré-échantillonnage du génome nucléaire montre que,

malgré la réduction du nombre de sites pour le calcul, les espèces de surface

conservent un taux d’évolution moléculaire plus élevé que les espèces souterraines

(Figure 4.5 de l’article). En effet, pour tous les échantillons nucléaires, la moyenne

des contrastes du nombre de transversions synonymes est comprise entre 0.18 et

0.35, alors que dans le génome mitochondrial, on observe une valeur proche de

zéro (-0.0409). Ainsi la valeur de contraste de transversions synonymes, calculée

sur la concaténation de gènes mitochondriaux, est très éloignée de la distribution

des contrastes calculée sur les gènes nucléaires, malgré un même nombre de sub-

stitutions. L’absence de différence de taux de substitutions observée sur les gènes

mitochondriaux ne provient donc pas d’un problème de puissance.

4 Discussion

Reconsidération des principales hypothèses Les Asellidae souterrains ont

un taux de substitutions synonymes plus faibles que les Asellidae de surface dans

le compartiment nucléaire, mais pas dans le compartiment mitochondrial. Cette

observation ne correspond aux attendus d’aucunes des hypothèses présentes dans

la littérature. Ni la saturation, ni le manque de puissance ou les facteurs confon-

dants (UV, sélection traductionnelle) ne permettent d’expliquer ce découplage

entre les deux compartiments génomiques. De plus aucune relation n’est trouvée

entre le ratio ARN/protéine et le dS, suggérant une absence de lien avec le taux

métabolique. Ce résultat est en accord avec une étude précédente (Lanfear et al.,

2007) qui n’avait trouvé aucune relation entre le taux de substitutions mitochon-

driale et le taux métabolique. Un impact du taux métabolique sur le compartiment

nucléaire mais pas sur le compartiment mitochondrial est très peu probable car

les agents mutagènes, les ROS, sont produits dans la mitochondrie. Le taux mé-

tabolique étant souvent fortement corrélé au temps de génération (Martin et al.,

1992), la corrélation entre le dS nucléaire et le ratio ARN/protéine suggère que le
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temps de génération, et non le taux métabolique, impact le taux de substitutions,

mais uniquement dans le compartiment nucléaire.

Lien entre longévité, vieillissement et taux de mutations On peut trou-

ver deux explications à l’absence de relation entre la longévité et le taux de substi-

tutions. Premièrement, une augmentation de la longévité peut ne pas être associée

à une meilleure gestion des ROS. En effet, Jobson et al. (2010) ne trouvent pas

de changements de dN/dS sur les gènes liés au stress oxydant chez les mammifères

longévifs. En revanche, les auteurs notent une baisse du dN/dS sur les gènes qui

codent pour les protéines membranaires. La composition de ces protéines modi-

fie la résistance des tissus aux dégâts oxydatifs. Ainsi, une stratégie des espèces

longévives consisterait, non pas à réduire la production des ROS, mais à mieux

protéger les tissus, ce qui n’aurait pas d’impact sur les taux d’évolution molé-

culaire. Deuxièmement, une différence d’impact des ROS au niveau des cellules

somatiques ne signifie pas que cette différence se retrouve dans les cellules germi-

nales. L’hypothèse de longévité est fondée sur la théorie du vieillissement mito-

chondrial. Cette théorie prévoit que les ROS produits tout au long de la vie d’un

individu engendrent un phénotype sénescent. Par analogie, et sous l’hypothèse

que les mécanismes sont ubiquistes, l’hypothèse de longévité propose que cet effet

individuel entraîne une pression de sélection sur les gènes, de façon à baisser le

taux de mutations dans les cellules somatiques, engendrant une baisse du taux

de mutations germinales. Or, l’activité de la chaîne respiratoire étant plus faible

dans les cellules germinales que dans les cellules somatiques (Paula et al., 2013),

la production de ROS y est plus faible. Une baisse du taux de mutations soma-

tiques pourrait donc être totalement découplée d’une baisse du taux de mutations

germinales. Ainsi les ROS n’ont potentiellement que peu d’impact sur le taux de

substitutions. Le rejet de l’hypothèse de longévité ne remet donc pas en cause

la théorie du vieillissement mitochondrial qui se situe à une échelle individuelle.

En revanche, il remet en cause le lien entre cette théorie et les taux d’évolution
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moléculaire.

Découplage des deux compartiments génomiques Contrairement aux hy-

pothèses proposées jusqu’ici, le dS mitochondrial ne semble pas évoluer sous l’in-

fluence des mêmes facteurs que le dS nucléaire. Un tel découplage entre les deux

compartiments génomiques n’est proposé par aucune hypothèse de la littérature.

En effet, l’hypothèse de longévité et l’hypothèse du taux métabolique prévoient

des variations des deux compartiments avec des amplitudes différentes, mais avec

un sens commun, ce qui n’est pas observé ici. L’absence d’hypothèse prévoyant

un découplage entre les deux compartiments peut venir du fait qu’elles ont été

formulées à partir d’observations faites chez les mammifères ou les oiseaux qui

présentent des particularités au niveau de la gamétogenèse. En effet, chez ces or-

ganismes, les ovocytes sont formés au stade embryonnaire, ils entament une méiose

qui se bloque en prophase I, puis ils restent en quiescence jusqu’à la fécondation.

Pendant ce blocage, les mitochondries ne se divisent pas ou peu (Paula et al.,

2013; John et al., 2010), imposant au génome mitochondrial un arrêt des divisions

correspondant au temps de génération. Chez les arthropodes, la gamétogenèse est

continue, les cellules germinales primordiales (cellules souches gamétiques) font

des mitoses durant toute la vie de l’animal, puis une partie entre périodique-

ment en méiose. Comme le génome mitochondrial se réplique indépendamment

du génome nucléaire, il est possible que le nombre de réplications des deux com-

partiments soit complètement découplé. L’absence de découplage observé chez les

mammifères et les oiseaux pourrait venir du temps d’action de ce découplage. En

effet chez les mammifères, ce temps d’action pourrait être très court (car les mito-

chondries sont à l’arrêt la majorité du temps), alors que chez les arthropodes, ce

temps d’action pourrait être permanent. Ainsi, le découplage serait général mais

pas détectable chez tous les organismes. Notons que les spermatogonies chez les

mammifères montrent un processus de spermatogenèse similaire à celui des autres

animaux. Cependant, la mitochondrie ayant une transmission maternelle stricte,
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le nombre de divisions du génome mitochondrial ne dépend pas du processus de

spermatogenèse.

Dans le cas des Asellidae, on observe un allongement du temps de génération en

milieu souterrain. Les données disponibles sur ces espèces (Henry, 1976) semblent

indiquer qu’il y a un allongement de tout le cycle vital de l’espèce en milieu souter-

rain (allongement de la durée de stade embryonnaire, retardement de la puberté),

ainsi qu’une baisse du taux de croissance (estimé par le ratio ARN/protéine).

Ainsi, on peut supposer qu’un allongement du temps de génération correspond à

une diminution de la vitesse de réplication des cellules, qui entraîne une baisse du

taux de substitutions nucléaire. Si cette baisse de vitesse de réplication nucléaire

n’est pas reliée à une baisse de réplication mitochondriale, alors elle explique l’ab-

sence de ralentissement observée dans le génome mitochondrial chez ces espèces

(Figure 4.6).

Temps de génération court : espèce de surface

Temps de génération long : espèce souterraine

Nucléaire

Nucléaire

Mitochondrial

Mitochondrial

Temps de génération

Naissance Reproduction

Naissance Reproduction

Figure 4.6 – Schéma de l’hypothèse d’indépendance des dynamiques de ré-
plication du génome mitochondrial et du génome nucléaire chez les Asellidae.
L‘allongement du temps de génération serait accompagné d’un ralentissement des
divisions cellulaires, entraînant un ralentissement des réplications du génome nu-
cléaire expliquant la baisse du dS nucléaire. Les réplications du génome mitochon-
drial seraient indépendantes de celle du génome nucléaire.
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En considérant, le nombre moyen de réplications subies par le génome jusqu’à

la fécondation et le temps de génération, on peut donc formuler de façon syn-

thétique, une expression globale du taux de substitutions synonymes par million

d’années :

dS/Ma = Nombre moyen de réplications∗Erreurs lors de la réplication
Temps de génération

Le nombre de réplications du génome jusqu’à la fécondation dépend de l’es-

pèce et du compartiment génomique (mitochondrial ou nucléaire). Les erreurs lors

de la réplication vont dépendre de l’efficacité des polymérases ou du système de

réparation. Selon l’espèce et selon qu’on s’intéresse au compartiment nucléaire

ou mitochondrial, l’importance de chaque élément sera différente en fonction des

processus auxquels sont soumises les séquences ou selon la biologie et les traits

d’histoire de vie des espèces. Ainsi, dans leur comparaison entre requins et pri-

mates, Martin et al. (1992) ont rejeté l’hypothèse du temps de génération en

négligeant le nombre de réplications et la quantité d’erreurs à chaque réplication.
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Chapitre 5

Impact de l’environnement

mutagène sur les taux d’évolution

moléculaire

Ce chapitre a fait l’objet d’une publication soumise pour publication présentée

en Annexe 7

1 Introduction

Alors que l’une des premières hypothèses expliquant les variations de taux

d’évolution moléculaire était celle d’un effet de la radioactivité (Schlotteröer et al.,

1991), l’effet des traits d’histoire de vie a occupé le champ thématique, laissant

finalement peu de place à l’étude de l’environnement mutagène. C’est dans le

champ d’étude de la carcinogenèse que les recherches ont mis en évidence des

agents dans l’environnement capables de faire muter l’ADN tels que l’Arsenic

(Tkeshelashvili et al., 1980), le Cadmium (Jin et al., 2003) ou encore le Radon

(Shanahan et al., 1996). Ces études sur l’impact d’agents mutagènes sur les mu-
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tations somatiques ne permettent cependant pas d’étendre leurs effets aux taux

de substitutions qui dépendent des mutations germinales. Les évidences que les

cellules germinales subissent également des dégâts liés à ses agents sont faibles.

Alors que certaines études ont montré une augmentation des mutations germinales

après une exposition à des agents mutagènes (Somers et al., 2002; Dubrova et al.,

1996), d’autres études ont trouvé le résultat contraire (Satoh C et al., 1996; Czei-

zel et al., 1991). Ces résultats sont donc non seulement contradictoires mais ont

aussi été obtenus suite à des expositions artificielles, soit accidentelles, soit lors

de tests in vitro, les rendant difficilement généralisables à l’effet d’une exposition

naturelle. Si cette littérature permet d’affirmer qu’il existe des agents mutagènes

dans l’environnement, elle ne nous permet pas d’évaluer l’impact d’une exposition

dans l’environnement sur les taux de substitutions.

Des corrélations encore mal comprises entre les taux de substitutions et cer-

tains facteurs environnementaux soulèvent la question de l’impact de l’environne-

ment mutagène sur les taux de substitutions. Ainsi, Hebert et al. (2002) propose

que la salinité pourrait impacter le taux de substitutions par son effet mutagène.

De façon indirecte, la corrélation entre les taux de substitutions et la latitude

(Wright et al., 2010) ou l’altitude (Lin et al., 2019) pourrait s’expliquer par l’ef-

fet mutagène des rayonnements UV. D’autre part, les environnements riches en

agents mutagènes sont souvent des lieux où la biodiversité est très riche et en-

démique (e.g. zones équatoriales, sources hydrothermales, la forêt de Kerala en

Inde). Ces exemples questionnent ainsi l’impact de l’environnement mutagène

sur l’évolution de cette biodiversité. Cependant, ces environnements présentent

d’autres particularités (température, productivité) qui pourraient expliquer cette

richesse. Il existe en effet souvent des covariants importants dans l’environnement

empêchant de montrer de façon évidente des relations de cause à effet, ce qui

explique pourquoi la plupart des études ont utilisé une approche expérimentale,

ne permettant pas d’étudier ces questions à une échelle évolutive.
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La principale source d’exposition à des agents mutagènes exogènes pour les or-

ganismes (il existe des agents mutagènes produits par le métabolisme, voir Chap.

1, partie 1.1) provient de l’exposition aux radiations ionisantes. Les sources de ra-

diations ionisantes sont : les rayonnements cosmiques, les rayonnements telluriques

(radioactivité des roches), l’exposition au radon dans l’air, et la radioactivité natu-

relle présente dans tous les organismes vivants, notamment à cause du potassium

40 (United Nations Scientific Committee on the Effects Of Atomic Radiation,

2000). Ces radiations sont des rayonnements ayant une énergie assez importante

pour transformer un atome en ion, c’est-à-dire que l’atome perd ou gagne un ou

plusieurs électrons, devenant ainsi instable. De façon directe, les rayonnements

peuvent affecter l’ADN en séparant le squelette sucre-phosphate, créant ainsi des

cassure double brin (Hoeijmakers, 2001; Gent et al., 2001). Ces cassures sont dif-

ficiles à réparer car les deux brins étant rompu, il n’y a plus de brin matrice pour

reconstituer l’information génétique. Le système de réparation est alors capable

de restaurer la stabilité génomique mais au prix de nombreuses mutations (voir

Chap. 1, partie 1.1). Les rayonnements peuvent également affecter les liaisons

hydrogènes entre les bases d’ADN, rendant ainsi l’ADN instable (Collyns et al.,

1965). De façon indirecte, les rayonnements ionisants provoquent la radiolyse des

molécules d’eau présentes dans les cellules (Roots et Okada, 1975). Cette radio-

lyse correspond à la décomposition des molécules d’eau qui aboutit à la formation

d’espèces chimiques sous forme de radicaux hydrogène (H•) et hydroxyle (HO•),

mais aussi sous forme de peroxyde d’hydrogène (H2O2, qui donnera ensuite des

radicaux HO• par la réaction de Fenton), d’électrons libres, de dihydrogène (H2)

et d’ions hydronium (H3O+). Les radicaux libres formés (H• et HO•) sont in-

stables (ils ont un ou plusieurs électrons manquants) et interagissent avec l’ADN,

provoquant des cassures à l’origine de mutations. L’effet mutagène de radiations

à fortes doses est aujourd’hui bien établie (Dubrova et al., 1996; Ziegler et al.,

1993) mais les effets multi-générationnels d’une exposition naturelle ont été très
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peu étudiés.

L’étude des effets des radiations ionisantes naturelles sur l’évolution posent

de nombreux problèmes expérimentaux. En effet, une étude in vitro ne permet

pas de tester l’effet d’une exposition à une échelle évolutive. Sur des organismes

multicellulaires, une telle étude prendrait plusieurs dizaines à plusieurs centaines

d’années. Ainsi, il est nécessaire d’utiliser une approche de phylogénie comparative

in naturae en comparant des espèces vivant avec des expositions différentes. Dans

ce cadre, la seule source de radiations qui semble pouvoir être étudiée est celle pro-

venant de l’exposition tellurique. En effet, l’exposition cosmique est extrêmement

aléatoire et dépend d’évènements tels que les supernova. Il semble ainsi impossible

de définir des espèces étant plus ou moins exposées à ces rayonnements. L’exposi-

tion par le radon dans l’air se produit majoritairement dans des endroits confinés

et concerne principalement les humains. Enfin, la radioactivité présente dans la

nourriture est impossible à contrôler in naturae. En revanche la radioactivité dans

les roches est très variable en fonction des régions, permettant de caractériser des

régions avec de fortes ou de faibles expositions. Cette radioactivité, même si elle

décroît depuis 2 Milliards d’années, n’est pas aléatoire, elle dépend de la constitu-

tion des roches. En revanche, il faut s’assurer que les conditions telluriques dans

lesquelles on trouve l’espèce actuellement correspondent aux conditions expéri-

mentées par l’espèce depuis de nombreuses générations, et plus précisément sur

le temps que représente la branche de l’arbre sur laquelle sera calculée le taux

d’évolution moléculaire (voir Chap. 2, partie 1). En effet, si l’espèce a passé un

long moment en zone non radioactive et qu’elle est arrivée très récemment dans

la zone radioactive, le taux de substitutions mesuré le long de la branche reflètera

davantage des conditions non radioactives.

En étudiant l’effet de la radioactivité tellurique sur des espèces d’Asellidae

souterrains, on peut lever en grande partie ces difficultés. En effet, les Asellidae

souterrains ont des capacités de dispersion faibles (voir Chap. 3, partie 1.4) ce
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qui nous permet de supposer que les populations actuelles sont le résultat d’une

évolution in situ depuis plusieurs milliers de générations. Ils sont répartis large-

ment et sont trouvés dans des zones avec des niveaux de radioactivité naturelle

variables. Leur phylogénie bien établie permet ainsi de mettre au point un jeu de

données moléculaires avec des espèces phylogénétiquement proches mais vivant

dans des environnements contrastés en terme de radioactivité.

Afin de tester l’effet de la radioactivité tellurique sur les taux de substitutions,

nous avons sélectionné 14 espèces d’Asellidae vivant dans des environnements

avec des niveaux de radioactivité contrastées. Un transcriptome par espèce a été

séquencé et assemblé de novo. Le génome mitochondrial complet a également

été assemblé, nous permettant de calculer les taux de substitutions dans chaque

compartiment génomique. Afin d’évaluer plus finement l’impact de la radioactivité

sur l’évolution des génomes, le patron mutationnel (la proportion de chaque type

de mutation) a également été calculé à partir des transcriptomes de 8 individus

par espèces. Pour chaque espèce, l’environnement mutagène a été caractérisé en

mesurant tous les radionucléides présents dans les sédiments dans lesquelles les

individus ont été récoltés. En partant du constat que ces espèces dispersent très

peu, un proxy de la radioactivité régionale a également été utilisé afin d’évaluer la

radioactivité à laquelle l’espèce a été exposée depuis des milliers de générations.

2 Matériel et Méthodes

Les protocoles, machines et normes utilisés pour les mesures de radioactivité

et le séquençage sont détaillés dans l’article en Annexe 7

Echantillonnage

En croisant la carte de la répartition de l’Uranium en France (Ielsch et al.,

2017) et les données d’occurrence d’Asellidae (Données disponibles dans la base

de données GOTIT, (Malard et al., 2019)), nous avons défini des zones d’échan-
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tillonnage en France ayant à la fois une radioactivité naturelle élevée et des occur-

rences d’Asellidae. Peu d’espèces étant connues dans les environnements métamor-

phiques (riches en radioactivité naturelle), une étape importante de prospection

s’est d’abord faite en particulier dans la région des Cévennes (Figure 5.1). D’autres

campagnes d’échantillonnage ont ensuite été effectuées (Figure 5.1). Pour chacun

des 58 sites où la présence d’Asellidae a été détectée, des sédiments ont été prélevés

afin d’évaluer la radioactivité du site. Pour chacune de ces stations, les individus

ont été identifiés morphologiquement puis moléculairement en séquençant le gène

16S qui a ensuite été comparé aux séquences connues d’Asellidae. La radioactivité

de chaque site a été estimée en mesurant la radioactivité alpha globale dans les

sédiments.
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Figure 5.1 – Carte des 58 sites où des Asellidae ont été trouvés et où la radioac-
tivité alpha globale a été mesurée.

Sur la base de l’identification, de la mesure de radioactivité, et de la phylogénie

connue des Asellidae (Morvan et al., 2013). Des espèces ont été sélectionnées

afin de former des paires d’espèces indépendantes, chaque paire contenant une
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espèce vivant en milieu avec une radioactivité naturelle forte (>0.9 Bq/g, voir

Box 1 pour les unités de la radioactivité) et une espèce vivant dans un milieu

avec une radioactivité naturelle faible (<0.7 Bq/g), en imposant une différence

de radioactivité de 3X entre les deux membres d’une paire. Pour les 14 espèces

ainsi sélectionnées (Figure 5.2), une deuxième campagne d’échantillonnage a été

effectuée. Pour chaque espèce, les individus ont été récoltés et congelés vivants en

azote liquide, le plus rapidement possible après leur récolte. Pour chaque site, des

sédiments fins ont été récoltés afin de mesurer tous les radionucléides permettant

d’évaluer la dose reçue par les organismes.

Box 1 : Les unités de mesure de la radioactivité
Pour mesurer la radioactivité, trois unités de mesure sont utilisées :

• Le Becquerel (Bq) représente l’activité d’une matière radioactive, c’est à dire
le nombre de désintégration radioactive qui se produit par seconde dans cette
matière. 1 Bq correspond ainsi à une désintégration par seconde. On parle
ainsi en Becquerel par quantité de matière (Bq/g ou Bq/Kg). Henry Becquerel
(1852-1908) a découvert la radioactivité en 1896. Cette découverte lui a valu
un prix Nobel avec Marie et Pierre Curie en 1903.

• Le Gray (Gy), mesure la quantité de rayonnements absorbés par un corps ex-
posé à la radioactivité. C’est-à-dire que cette unité mesure la quantité d’énergie
communiquée à un corps. Ainsi 1 Gy correspond à 1 Joule par kilogramme
de matière irradiée. On utilise le Gray pour parler de la dose reçue par unité
de temps (appelé débit-dose), on utilise ainsi généralement le Gray par heure
Gy/h. 1 Gy représente une dose importante de radioactivité, dans la pra-
tique, on utilise le milliGray (mGy) ou le microGray (μGy). Louis Harold
Gray (1905-1965) est considéré comme l’un des pères de la radiobiologie et de
la médecine nucléaire. Il a défini cette unité de mesure permettant d’évaluer la
dose de rayonnements absorbée par un corps à laquelle on donnera plus tard
son nom.

• Le Sievert (Sv) permet de mesurer l’effet biologique d’une exposition humaine
à des rayonnements. Cette mesure prend en compte l’effet du type de rayon-
nement (alpha, bêta ou gamma) et le tissu qui est exposé. On parle de dose
équivalente biologique lorsque l’on mesure l’effet sur un organe et de dose Effi-
cace lorsque l’on mesure l’effet sur un organisme entier. Le Sievert correspond
à la même unité que le Gray (1 Joule/Kg), mais on applique des coefficients
qui corrigent la dose reçue par l’effet biologique du rayonnement. Rolf Sievert
(1896-1966) a contribué à la connaissance des effets des radiations sur la santé,
mais a également mis au point le calcul de l’exposition en un point permettant
de traiter les tumeurs par radiothérapie.
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Figure 5.2 – Espèces et localités sélectionnées pour étudier l’impact de la ra-
dioactivité naturelle sur le taux et le spectre de mutations. 14 espèces avec des
expositions contrastées à la radioactivité naturelle ont été sélectionnées (points
noirs : faible exposition, points rouge : forte exposition). B A partir de leurs
relations phylogénétiques (a), nous avons ensuite sélectionné 6 paires d’espèces
monophylétiques pour comparer leur spectre mutationnel (Vielvic et Montbar ont
été exclus en raison de leur phylogénie non résolue, les paires d’espèces sont indi-
quées avec des numéros). La dose effective de radioactivité a été mesurée à partir
des sédiments échantillonnés dans chaque station (b). Pour chaque site l’affleure-
ment de roches sédimentaires faibles en radioactivité et de roches magmatiques ou
métamorphiques riches en radioactivité dans un rayon de 15km autour du point
d’échantillonnage (λ15) est représenté avec un cercle sur le côté de la carte (c).

Mesures de la radioactivité

Alpha radioactivity Pour chacun des 58 sites échantillonnés, 3 échantillons

d’environ 50g de sédiments ont été récoltés dans des bouteilles en plastique (poly-

éthylène). La mesure de la radioactivité alpha globale a été effectuée par le service

LABRADOR de L’Institut de Physique Nucléaire de Lyon (France).

Dose Reçue Dans le but d’estimer la dose reçue par les organismes, 3 échan-

tillons de 100g de sédiments fins (<100m) représentant les sédiments dans lesquels

les organismes se nourrissent ont été récoltés. Les radionucléides ont été mesurés

au Centre d’Etude Nucléaire de Bordeaux. Ces mesures détaillées ont été entrées
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dans l’outil ERICA V1.2.1,(Brown et al., 2016) qui extrapole les connaissances

radiobiologiques connues sur une espèce modèle pour évaluer la dose reçue par

les organismes. Ici, le modèle ‘crustacé’, basé sur des études faites sur la crevette,

a été utilisé. La dose reçue dépendant du type d’exposition, nous avons assumé

que les organismes passaient 10% de leur temps à la surface des sédiments et 90%

à l‘intérieur des sédiments, avec une exposition interne liée à l’ingestion de ces

sédiments.

Ces mesures de radionucléides ont révélé une rupture dans l’équilibre séculaire

de deux stations. A l’état naturel, tous les éléments des chaînes de désintégrations

radioactives descendent les uns des autres et sont donc trouvés en équilibre dans

le milieu, c’est-à-dire que la quantité de chaque élément dépend de la quantité

de l’élément parent, ainsi que du temps de désintégration de cet élément parent.

Cependant, lors d’activités minières, les éléments d’intérêt (uranium, plomb ar-

gentifère,...) sont extraits des roches et le reste (appelé stériles) est laissé sur place.

Malgré leur nom ces stériles sont radioactifs, le minerai extrait ne représentant

souvent qu’une petite partie de la radioactivité de la roche. Alors que la roche

initiale étaient non seulement plus profonde mais aussi en un bloc, les stériles

sont sous formes de résidus, laissant ainsi s’échapper plus facilement le radon qui

se trouve sous forme de gaz. Ainsi, à proximité des mines d’extraction, même

des années après l’exploitation, la radioactivité mesurée y est plus forte que la

radioactivité naturellement présente et les éléments radioactifs ne sont pas dans

les proportions naturelles. Ainsi, les activités mesurées dans ces deux stations ne

correspondent pas à la radioactivité à laquelle sont exposées les espèces depuis des

milliers de générations, l’exploitation minière ne datant que des années 1950. Le

taux de substitutions étant mesuré sur la branche de l’arbre, donc sur des millions

d’années, l’impact de cette radioactivité artificielle sur ce taux sera probablement

nul. Les tests utilisant la radioactivité mesurée sur site ont donc été effectués sans

ces points. La mesure de la radioactivité régionale permet cependant d’intégrer
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ces points dans l’analyse.

Proportion de roches métamorphiques ou magmatiques dans un rayon

de 15km Une mesure de la radioactivité au niveau du point d’échantillonnage

pose deux problèmes : Premièrement, cette radioactivité représente la radioactivité

dans laquelle vivent les individus échantillonnés et non toute l’espèce, alors que

le dS estimé sur la branche de l’arbre représente celui de l’espèce. Deuxièmement,

même si ces espèces dispersent peu, sur les millions d’années que représentent

les branches terminales, elles ont pu bouger de quelques kilomètres. Ainsi, une

estimation régionale de la radioactivité permettrait de mieux prendre en compte

l’exposition réelle de l’espèce sur ce temps. A partir de la carte géologique de

France (échelle : 1/1 000 000, c©BRGM), la proportion de roches magmatiques ou

métamorphiques dans un rayon de 15km autour du point d’échantillonnage a été

calculé (notée λ15), un cercle de 30km représentant l’aire de répartition moyenne

d’une espèce souterraine (Eme et al., 2018).

Taux de substitutions

Afin d’évaluer l’effet de la radioactivité naturelle sur les taux d’évolution mo-

léculaire, ces taux ont été calculés indépendamment sur des gènes nucléaires et

sur des gènes mitochondriaux. Pour le taux de substitutions nucléaires, un trans-

criptome par espèce a été séquencé en paired-end puis assemblé avec Trinity (voir

Chap. 3, partie 2.2). Les familles de gènes orthologues ont été délimitées avec

Blastp et Silix. 2490 gènes orthologues en copie unique partagés par les 14 espèces

ont ainsi été identifiés. Ces 2490 gènes ont été alignés avec PRANK (Löytynoja

et Goldman, 2008) avec un model de codons et les sites dont l’alignement était

ambigu ont été retirés avec Glocks (Castresana, 2000). Les gènes ont ensuite été

concaténés pour construire une phylogénie avec PhyML v3.0 (Guindon et al., 2010)

sous un model GTR+G+I avec 100 réplicats de bootstrap. Les deux espèces de la

lignée Slavus (Proasellus boui et Proasellus slavus) ont été utilisées comme groupe
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externe (voir Chap.3, partie 1.4). Un arbre par gène a également été construit avec

les mêmes paramètres. La phylogénie de chaque gène a ensuite été comparée avec

celle de la concaténation en utilisant ProfileNJ (Noutahi et al., 2016) avec un seuil

de bootstrap à 90% (seuls les noeuds ayant un support de bootstrap supérieur à

90% peuvent être considérés comme incongruents entre les deux phylogénies), per-

mettant de mettre en évidence que certains gènes avaient une phylogénie différente

de celle de la concaténation (que nous considérons comme étant la ‘vraie’ phylogé-

nie). Ces incongruences peuvent poser des problèmes dans l’estimation du dS. En

effet, le dS est calculé sur une topologie définie. Si l’on impose un calcul de dS sur

des séquences en donnant une phylogénie qui ne correspond pas à l’histoire évolu-

tive de ces séquences, cela revient à positionner les mutations sur les branches de

l’arbre de façon à ce qu’elles correspondent à une histoire imposée qui n’est pas

la leur. Cette incongruence aura tendance à allonger les branches terminales car

les mutations qui ne peuvent pas être conciliées avec la topologie imposée seront

placées sur ces branches, seul endroit où elles ne peuvent pas être en contradic-

tion avec une mauvaise topologie. Afin d’éviter cela, tous les gènes soutenant des

phylogénies contradictoires à la phylogénie obtenue avec la concaténation ont été

retirés du calcul de dS. Les gènes ayant des séquences trop courtes pour certaines

espèces (<3/4 de l’alignement) ont également été retirés car un trop faible nombre

de mutations biaise l’estimation du dS (voir Chap. 2, partie 1). Le calcul de dS

nucléaire a ainsi été fait sur 769 gènes.

Pour les taux de substitutions mitochondriaux, les génomes mitochondriaux

complets ont été assemblés et annotés (voir Chap. 3, partie 2.3), les 13 gènes

codants pour des protéines ont ainsi été utilisés. Ces gènes ont été alignés et

une phylogénie a été construite de la même façon que pour les gènes nucléaires.

Les phylogénies mitochondriale et nucléaire obtenues présentent des topologies

identiques.

Ces deux concaténations de gènes et les deux phylogénies correspondantes
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ont été utilisées indépendamment pour calculer le dS dans CoEvol (Lartillot et

Poujol, 2011) avec un modèle de codons (Muse et Gaut, 1994), et une variation

Brownienne du dS et du dN/dS le long de l’arbre. Deux chaînes ont été lancées

pour chaque concaténation, les convergences ont été vérifiées visuellement et en

utilisant le programme tracecomp. Aucun point de calibration n’ayant été donné,

la racine est fixée à 1 et les valeurs obtenues sont exprimées en dS par unité

de temps relative à la racine (noté dS/ra). Pour chaque branche terminale, la

médiane des valeurs de dS/ra après la convergence a été utilisée pour tester les

corrélations. Les tests ont été effectués avec des PGLS pour prendre en compte

l’inertie phylogénétique

Spectre mutationnel

Afin d’évaluer l’effet de la radioactivité naturelle sur le spectre mutationnel, les

transcriptomes de 7 individus par espèce ont été séquencés en single-end, permet-

tant de calculer le spectre mutationnel sur 8 individus par espèces (1 transcriptome

paired-end et 7 transcriptomes single-end). Pour calculer le spectre mutationnel de

chaque population, nous avons utilisé les 2490 gènes orthologues en copie unique

trouvés chez les 14 espèces étudiées. Nous avons premièrement cherché à recons-

truire la séquence ancestrale de ces gènes pour chaque espèce. Puis les différences

entre cette séquence ancestrale et les séquences des 8 individus ont été utilisées

pour reconstruire le spectre mutationnel. Pour reconstruire la séquence ancestrale,

nous avons utilisé une approche par paires d’espèces. Au sein des 14 espèces, nous

avons pu former 6 paires d’espèces phylogénétiquement indépendantes. En effet,

alors que la phylogénie basée sur le COI indiquait une paire Proasellus nsp. HY-

POPRAT et Proasellus nsp. MONTBAR contrastée en terme de radioactivité, et

une autre paire Proasellus nsp VIELVIC et Proasellus nsp. ROSSFELD, la phy-

logénie finale a révélé que les espèces Proasellus nsp. VIELVIC et Proasellus nsp.

HYPOPRAT, toutes deux prélevées en environnement radioactif, étaient en réa-

lité monophylétiques, ne permettant donc de faire qu’une paire au lieu de deux.
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Nous avons ainsi conservé la paire Proasellus nsp. HYPOPRAT-Proasellus nsp.

ROSSFELD pour tester le spectre mutationnel. Sur ces 6 paires, nous avons utilisé

une approche par parcimonie pour reconstruire les séquences ancestrales. Pour les

individus des deux espèces formant une paire, si une base unique était partagée

par les deux espèces, cette base a été considérée comme la base ancestrale. Par

exemple, si pour une espèce donnée à une position donnée, on détecte les bases A

et T au sein des 8 individus, et que dans l’espèce soeur on détecte les bases A et

C, A est considéré comme ancestrale (si on avait détecté A et T également dans la

deuxième espèce, la base ancestrale aurait été considérée comme inconnue). Pour

chaque espèce, nous avons ensuite calculé la fréquence de chaque type de muta-

tions en fonction de la fréquence en base ancestrale. Cette fréquence dépendant

du taux de mutations, la proportion de chaque type de mutation a été calculée.

Les mutations complémentaires ont ensuite été additionnées afin d’augmenter la

puissance statistique, le nombre de mutations étant assez faible. La relation entre

la proportion de chaque type de mutation et la radioactivité a ensuite été testée

avec des PGLS afin de prendre en compte l’inertie phylogénétique.

3 Résultats

Taux de substitutions

Sous l’hypothèse qu’une exposition chronique à la radioactivité naturelle peut

engendrer une augmentation du taux de mutations germinales, on s’attend à trou-

ver une augmentation du taux de substitutions synonymes chez les espèces vivant

en milieu plus fortement radioactif. Cette augmentation n’a pas de raison d’être

plus marquée dans l’un ou l’autre des compartiments génomiques. On trouve bien

une corrélation positive entre le taux de substitutions synonymes et la radioac-

tivité, quel que soit le compartiment génomique et quelle que soit la mesure de

radioactivité utilisée (radioactivité α, dose reçue ou λ15), avec des statistiques
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similaires pour les deux compartiments, à l’exception de la pente qui est toujours

plus forte avec le dS mitochondrial (Table 5.1, Figure 5.3). Les modèles prédisent

une augmentation du dS nucléaire d’environ 30% chez les espèces vivant dans des

environnements plus fortement radioactifs en comparaison à des espèces vivant

dans des environnements très faiblement radioactifs. Cette augmentation est de

60% dans le compartiment mitochondrial.

Table 5.1 – Résultats des tests des moindres carrées généralisés phylogénétiques
(PGLS) entre le taux de substitutions synonymes (dS) nucléaire et mitochondriaux
et la radioactivité α mesurée dans les sédiments (en Bq/g), la dose reçue (RD, en
μGy/h) modélisée avec l’outil ERICA, ou la proportion de roches métamorphiques
ou magmatiques dans un rayon de 15 km (λ15). La radioactivité α et la dose reçue
ont été transformées en log afin de correspondre aux hypothèses des modèles
linéaire (distribution normale). Chaque ligne correspond à un test LRT entre un
modèle nul et un modèle prenant en compte la variable. Les R2 sont des pseudo
R2 de Cox-Snell.

Nuclear dS Mitochondrial dS
Slope L. Ratio p. value R2 Slope L. Ratio p. value R2 N taxa

log(α radio.) 0.034 5.995 0.014 0.393 0.506 7.895 0.005 0.482 12
log(RD) 0.038 6.51 0.011 0.419 0.491 5.981 0.015 0.392 12
λ15 0.076 9.039 0.003 0.476 1.097 11.680 0.001 0.566 14

Patron mutationnel

On observe une différence de spectre mutationnel, corrélée au niveau de ra-

dioactivité. En effet, on observe une corrélation positive forte entre les mutations

C:G→A:T et le niveau de radioactivité quelle que soit la mesure de radioactivité

utilisée (Table 5.2 et Figure 5.4). En revanche, deux types de mutations baissent

avec la radioactivité : les mutations A:T→T:A et A:T→G:C.

4 Discussion

Taux de substitutions

On observe une augmentation du taux de substitutions dans les deux compar-

timents génomiques dans les environnements naturellement plus radioactifs avec
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Figure 5.3 – Corrélations entre les taux de substitutions synonymes relatifs à
l’âge de la racine (dS/ra) et la radioactivité mesurée, soit par la radioactivité α
dans les sédiments (gauche), soit par la dose reçue (milieu) ou par la proportion des
roches magmatiques et ignées dans un rayon de 15 km autour du point d’échan-
tillonnage, λ15 (droite). Chaque point représente une espèce. Les dS mesurés sur
les gènes mitochondriaux sont représentés par des points rouges et les dS mesurés
sur des gènes nucléaires par des points bleus. Les prédictions du modèle (PGLS)
sont indiqués avec une ligne pleine et l’intervalle de confiance de ce modèle par
des lignes pointillées.

un effet plus marqué dans le compartiment mitochondrial, suggérant un effet du

stress oxydant. La différence entre les deux compartiments peut s’expliquer si les

environnements radioactifs augmentent l’activité de la chaîne respiratoire mito-

chondriale ou réduisent son efficacité, générant ainsi plus de stress oxydant dans

ce compartiment. En revanche, la radiolyse de l’eau, tout comme les dommages

directs des rayonnements sur l’ADN ne sont pas ciblés dans un compartiment.

Le génome mitochondrial ayant des capacités de réparation plus faible que le gé-

nome nucléaire (Mandavilli et al., 2002), ce dernier pourrait être plus sensible

à un impact mutagène. Ainsi, ces résultats suggèrent que l’effet mutagène de la

radioactivité serait lié au stress oxydant qu’elle génère. Des tests de comparaison

de l’activité et de l’efficacité de la chaîne respiratoire mitochondriale en présence
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Table 5.2 – Résultats des tests des moindres carrées généralisés phylogénétiques
(PGLS) entre le poportion relative de chaque type de mutation et la radioactivité
α mesurée dans les sédiments (en Bq/g), la dose reçue (RD, en μGy/h) modélisée
avec l’outil ERICA, ou la proportion de roches métamorphiques ou magmatiques
dans un rayon de 15 km (λ15). La radioactivité α et la dose reçue ont été transfor-
mées en log afin de correspondre aux hypothèses des modèles linéaire (distribution
normale). Chaque ligne correspond à un test LRT entre un modèle nul et un mo-
dèle prenant en compte la variable. Les R2 sont des pseudo R2 de Cox-Snell.

Variable dépendante Variable explicative Pente L.Ratio P.value R2 N
P(A:T→T:A) log(α radio) -0.009 6.8187 0.009 0.433 12log(RD) -0.011 9.3479 0.002 0.541

λ15 -0.025 6.994 0.008 0.442 14
P(A:T→C:G) log(α radio) 0.001 0.121 0.728 0.010 12log(RD) 0.000 0.015 0.904 0.001

λ15 0.001 0.005 0.945 0.000 14
P(A:T→G:C) log(α radio) -0.022 7.778 0.005 0.477 12log(RD) -0.019 4.004 0.045 0.284

λ15 -0.014 0.394 0.530 0.032 14
P(C:G→G:C) log(α radio) 0.005 2.137 0.144 0.163 12log(RD) 0.006 2.403 0.121 0.181

λ15 0.006 0.360 0.549 0.030 14
P(C:G→A:T) log(α radio) 0.013 13.010 0.000 0.662 12log(RD) 0.014 12.079 0.001 0.635

λ15 0.042 13.791 0.000 0.683 14
P(C:G→T:A) log(α radio) 0.012 3.323 0.068 0.242 12log(RD) 0.010 1.684 0.194 0.131

λ15 -0.009 0.183 0.669 0.015 14

ou en absence de faibles doses de radioactivité permettraient de tester cette hy-

pothèse et d’évaluer plus finement l’impact de ces doses sur le fonctionnement

cellulaire.

Spectre mutationnel

L’analyse du spectre mutationnel montre une corrélation entre la proportion

de certains types de mutations et le niveau de radioactivité. On note une augmen-

tation des mutations C:G→A:T chez les espèces vivant en milieu plus fortement

radioactif. Ces mutations sont connues pour être le résultat d’un stress oxydant

(Shibutani et al., 1991). La relation entre une exposition à la radioactivité et

une augmentation du stress oxydant a déjà été montrée lors d’exposition in vitro

(Loseva et al., 2014). Nos résultats suggèrent que cette augmentation du stress

oxydant a lieu également lors d’une exposition chronique à de faibles doses. Les

mutations liées au stress oxydant sont généralement évitées ou réparées via l’ac-
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Figure 5.4 – Constrastes (π) de la proportion relative de chaque type de muta-
tion [p(i:j→k:l)]dans chaque paires d’espèces soeurs : πm=log p(i:j→k:l)+

p(i:j→k:l)− où + et -
correpondent respectivement à l’espèce exposée à la plus forte et à la plus faible
radioactivité dans la paire m. Les barres positives représentent donc une plus
forte proportion d’une mutation données chez l’espèce la plus fortement exposée
dans la paire alors qu’une barre négative représente une plus forte proportion
de la mutation chez l’espèce la plus faiblement exposée de la paire. Les barres
sont ordonnées de la paire ayant la plus faible différence de proportion de roches
métamorphiques ou magmatiques dans un rayon de 15km (λ15) à celle ayant la
plus forte différence de λ15 (Δ). Les mutations sont ordonnées de celle étant la
plus négativement corrélée à λ15 à celle étant la plus positivement corrélée. Les
numéros sous l’échelle de couleurs indiquent le numéro de la paire d’espèces tel
qu’indiqué dans la Figure 5.2.

tivation de systèmes cellulaires (enzymes antioxydantes, systèmes de réparation).

Cependant, plusieurs études ont montré que ces systèmes ne sont pas activés

lorsque le niveau des dommages est très faible (Inoue et al., 2004; Grudzenski

et al., 2010; Kim et al., 2012). Il est ainsi possible que le niveau de stress oxydant

augmente en milieu naturellement radioactif, augmentant le nombre de mutations,

mais sans activation des systèmes de réparation.

Impact relatif de l’environnement mutagène sur le taux de substitutions

Nous montrons ici qu’une différence d’exposition à la radioactivité d’un fac-

teur 5 environ est capable de générer une augmentation du taux de substitutions

129



CHAPITRE 5. IMPACT DE L’ENVIRONNEMENT MUTAGÈNE SUR LES TAUX
D’ÉVOLUTION MOLÉCULAIRE

d’environ 30% dans le génome nucléaire et de 60% dans le génome mitochondrial.

Pour le génome nucléaire cette augmentation est légèrement supérieure à ce qui

est observé lors de la transition du milieu de surface vers le milieu souterrain

(Chap. 4). Pour le génome mitochondrial, les traits d’histoire de vie n’étant pas

corrélés au taux de substitutions de ce compartiment chez ces espèces, on trouve

donc ici un impact très important. Ainsi, il semble que l’effet de l’environnement

mutagène ait été largement sous estimé dans l’étude des taux d’évolution molé-

culaire. Cependant, il faut noter que les Asellidae se nourrissent en ingérant le

sédiment. Ainsi, l’exposition à la radioactivité est interne. Une exposition interne

étant beaucoup plus mutagène qu’une exposition externe, il serait important de

tester l’effet de la radioactivité sur des organismes ayant un régime alimentaire

différent.
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Chapitre 6

Existe-t-il des patrons de

variations des taux d’évolution

moléculaire à l’échelle globale ?

1 Introduction

La mutation est la source de la variabilité génétique sur laquelle les processus

évolutifs agissent. Lors d’un événement de spéciation, si les échanges génétiques

entre les deux populations deviennent très rares ou nuls, les mutations vont alors

s’accumuler aléatoirement dans les deux populations. La sélection devrait éliminer

les allèles délétères au cours du temps, mais si une mutation a un effet neutre en

cas de reproduction au sein de la même population mais délétère en cas de repro-

duction avec l’autre population, cette mutation ne sera pas contre-sélectionnée car

la reproduction entre les deux populations se produit rarement. L’accumulation

de ces incompatibilités hybrides devraient à terme empêcher toute reproduction

entre les deux populations. Le modèle de Dobzhansky-Muller (Dobzhansky, 1936;

Muller, 1942) prévoit ainsi que, par ce mécanisme, deux populations vont finir

par donner deux espèces. Si l’on considère que chaque mutation ponctuelle a une

probabilité non nulle de générer une incompatibilité, il n’y a alors qu’un pas à
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faire pour lier le taux de mutations d’une espèce à sa diversification. Ainsi, un rai-

sonnement intuitif permet de supposer qu’un groupe ayant un taux de mutations

élevé contiendra plus d’espèces, soit parce qu’un isolement géographique amènera

plus rapidement à une accumulation des incompatibilités hybrides, soit parce que

la probabilité de générer un variant permettant de survivre dans l’environnement

sera plus grande, réduisant ainsi la probabilité d’extinction. Il semble ainsi logique

de pouvoir lier taux de diversification (taux de spéciation-taux d’extinction) à

taux d’évolution moléculaire. C’est sur ce raisonnement que Rohde formule, en

1992, l’Evolutionary Speed Hypothesis (ESH) qui propose que le gradient latitu-

dinal de diversité (LDG, Box 1) s’explique par des variations latitudinales de taux

de mutations, elles mêmes engendrées par des facteurs environnementaux variant

latitudinalement.

Mais si ce raisonnement semble intuitif, il omet les nombreux autres facteurs

impliqués dans la spéciation. En effet, cette hypothèse implique premièrement que

les mutations ponctuelles jouent un rôle prédondérant dans l’isolement génétique

des populations. Hors, des réarrangements génomiques (translocations, duplica-

tions) ont un impact majeur dans le processus de spéciation (Brennan et al., 2019;

Fuller et al., 2018). D’autre part, le modèle de Dobzhansky-Muller permet de faire

l’hypothèse qu’une espèce ayant un taux de mutations élevé donnera plus rapi-

dement des populations isolées génétiquement en cas d’isolement géographique,

mais cela implique une première rupture géographique qui ne dépend pas du taux

de mutations. Enfin, les hypothèses expliquant les patrons de diversité sont ex-

trêmement nombreuses et font appel à des concepts de quantités de niches, de

ressources disponibles ou encore d’interactions biotiques. Toutes ces hypothèses

et ces mécanismes étant mutuellement non exclusifs, on peut s’interroger sur le

rôle relatif du taux de mutations, s’il existe, parmi tous ces facteurs.

L’ESH est restée longtemps dans la longue liste des hypothèses expliquant le

LDG sans être testée, du fait de la difficulté d’obtenir des données moléculaires sur
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un gradient latitudinal suffisant. Dès que ces données ont été disponibles, plusieurs

auteurs se sont attachés à tester l’ESH, montrant ainsi que les taux de substitu-

tions sont plus élevés dans les tropiques pour une grande diversité d’organismes

allant des mammifères (Gillman et al., 2009; Weir et Schluter, 2011) aux plantes

(Davies et al., 2004; Wright et al., 2006; Gillman et al., 2010; Lancaster, 2010) en

passant par les foraminifères (Allen et al., 2006). Ces résultats ont poussé Gillman

et Wright (2013) à proposer que tous les patrons de répartition de la biodiversité

étaient régis par les taux d’évolution moléculaire, expliquant ainsi non seulement

le LDG mais aussi les patrons de diversité altitudinaux ou de profondeur dans

les océans. Cependant, la relation entre taux de substitutions et latitude semble

ne pas être universelle. En effet, des méta-analyses à large échelle taxinomique

(Webster et al., 2003; Orton et al., 2019) semblent indiquer que ce patron existe

dans seulement 30 à 50% des clades. En revanche, le grand nombre de démons-

trations chez les plantes semble indiquer que cette corrélation est robuste pour ce

groupe.

S’il apparaît ainsi que les taux de substitutions sont plus élevés dans les tro-

piques pour un grand nombre de taxa, les études ayant testé l’ESH souffrent de

plusieurs lacunes. Premièrement, les études sont, pour la plupart, basées sur une

approche en paires d’espèces (voir Chap. 2, partie 2) entre des espèces tropicales

et des espèces à latitudes plus élevées. La plupart du temps, il n’y a pas de test

pour évaluer la corrélation entre la valeur du contraste de taux de substitutions

et la valeur du contraste de latitude. Ainsi, Weir et Schluter (2011) ont montrés

que si les espèces tropicales ont bien un taux de substitutions plus élevé que les

espèces à des latitudes plus élevées, la différence de taux de substitutions n’est

pas pour autant corrélée à la différence de latitude, suggérant un effet non li-

néaire. Deuxièmement, l’ESH a été principalement testée en comparant les taux

de substitutions d’espèces vivant à des latitudes différentes. Or, la latitude n’est

qu’un proxy de facteurs environnementaux et ne peut pas influencer les taux de
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substitutions. Ainsi, les relations gagneraient sans doute en puissance en utilisant

les valeurs de température ou de rayonnements UV dans les tests plutôt que la

latitude. Troisièmement, la plupart des études ont mesuré les taux d’évolution

de façon globale, sans distinguer les taux synonymes et non-synonymes. L’ESH

propose que l’environnement impacte les taux de mutations. Ainsi, pour tester

cette hypothèse il est nécessaire de regarder les substitutions synonymes qui sont,

en l’absence d’autres biais, un bon estimateur du taux de mutations. Un taux

global ne permet pas de différencier l’impact de l’environnement de celui de la

taille de population ou de la sélection naturelle. Enfin, les taux de substitutions

sont calculés, la plupart du temps sur quelques gènes, souvent mitochondriaux.

Or on sait que les taux de substitutions sont impactés par des facteurs différents

dans les deux compartiments génomiques et un calcul de taux de substitutions

sur quelques gènes ne reflète pas le taux de substitutions du génome. Ainsi, ces

lacunes poussent à se demander s’il existe réellement une corrélation entre les taux

de mutations et les facteurs environnementaux corrélés aux patrons de diversité.

Box 1 : Le gradient latitudinal de diversité Le gradient latitudinal de diversité
(LDG) décrit la diminution de la richesse spécifique en allant de l’équateur vers les
pôles. Le LDG est l’un des patrons les plus frappants qui soit, notamment parce qu’il
est retrouvé chez toutes les espèces qu’elles soient ectothermes ou endothermes, ma-
rines ou terrestres. Cependant, si ce patron est très bien décrit, il n’en reste pas moins
mal expliqué. De façon ultime le nombre d’espèces en un lieu dépend de 3 forces :
la spéciation, l’extinction et la dispersion. Une centaine d’hypothèses a été proposée
pour expliquer cette répartition de la biodiversité sur terre. Toutes ces hypothèses se
différencient par le poids qu’elles donnent à ces trois forces et par les facteurs qui vont
les impacter. Mittelbach et al. (2007) classent ces hypothèses en 3 catégories : (i) les
hypothèses écologiques qui expliquent la richesse par les facteurs environnementaux
permettant la coexistence ou le maintien des espèces dans le milieu, (ii) les hypothèses
évolutives qui expliquent ce patron par des différences latitudinales de diversification
et (iii) les hypothèses historiques qui font appel à des différences latitudinales de sta-
bilité climatique à long terme. Ainsi, parmi les nombreux facteurs proposés comme
étant à l’origine de ce gradient on peut citer : la température, la productivité, la
variabilité saisonnière, la quantité de niches, les interactions biotiques, la dispersion
ou encore les tailles de populations. L’Evolutionary Speed Hypothesis (Rohde, 1992),
qui propose que les variations de diversification proviennent de variations de taux de
mutations, elles mêmes engendrées par des facteurs environnementaux variant latitu-
dinalement, est donc une hypothèse parmi beaucoup d’autres. Cependant c’est une
hypothèse un peu particulière car c’est la seule à proposer un mécanisme moléculaire
à l’origine du LDG.
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Afin d’évaluer la relation entre les variables environnementales variant latitudi-

nalement et les taux de substitutions, nous avons utilisé les propriétés particulières

des Asellidae souterrains. Cette famille d’isopodes aquatiques présente, en effet,

plusieurs particularités qui permettent de lever certaines difficultés inhérentes à

l’étude des gradients environnementaux. Premièrement, ces organismes ne sont

pas soumis aux UV, permettant d’éliminer un facteur dans l’analyse. Deuxiè-

mement, la température en milieu souterrain est très stable et correspond à la

température moyenne annuelle en surface, ainsi cette température moyenne an-

nuelle est une valeur qui représente bien les conditions de vie des organismes et

permet de retirer l’effet de la variabilité saisonnière qui varie avec la latitude (Eme

et al., 2014). Troisièmement, ces organismes ayant des capacités de dispersion très

faibles (Chap.3, partie 1.4, Eme et al., 2018), on peut utiliser les coordonnées géo-

graphiques actuelles pour reconstruire leur environnement passé. Pour certains

paramètres tels que la latitude, on peut même supposer que les conditions envi-

ronnementales actuelles représentent relativement bien les conditions auxquelles

les organismes sont soumis depuis de nombreuses générations.

Afin d’évaluer la relation entre les facteurs environnementaux variants latitu-

dinalement et les taux de mutations, deux jeux de données ont été constitués : un

set de 367 espèces d’Aselloidae pour lesquelles les taux de substitutions ont été

calculés sur deux gènes nucléaires (28S et FAST2) et deux gènes mitochondriaux

(16S et COI) et un set de 64 espèces pour lesquelles les transcriptomes ont été sé-

quencés et les génomes mitochondriaux assemblés, nous permettant de calculer les

taux de substitutions sur 346 gènes nucléaires et 13 gènes mitochondriaux. Pour

chaque espèce, les facteurs pouvant varier latitudinalement (température, produc-

tivité, aire de distribution, impact des glaciations) ont été extraits afin d’évaluer

leur corrélation avec les taux de substitutions.

Le temps depuis lequel l’espèce est devenue souterraine a une influence sur

l’estimation des taux de substitutions (voir Chapitre 3). Afin d’intégrer cet effet, la
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non-fonctionnalisation du gène de l’opsine a été utilisée pour dater les évènements

de colonisation pour 89 espèces.

2 Matériel et Méthodes

Données moléculaires

Afin de tester l’impact de facteurs environnementaux variants latitudinale-

ment, deux jeux de données ont été construits. Le premier jeux de données,

que nous appellerons data367sp par la suite, reprend les données utilisées pour

construire la phylogénie calibrée dans le temps (Chap. 3, partie 1.4), nous per-

mettant d’évaluer la relation sur une concaténation de deux gènes mitochondriaux

(data367sp_mito) et sur une concaténation de deux gènes nucléaires (data367sp_nucl)

pour 367 taxa répartis sur l’Europe et, dans une moindre mesure, les Etats-Unis.

Chaque concaténation contenant un gène ribosomal, le calcul du dS est impos-

sible, ainsi le dS a été calculé sur le gène COI (data367_COI) et sur le gène

FAST2 (data367sp_FAST2).

Parmi ces 367 espèces, 64 espèces réparties sur un gradient de latitude ont

été sélectionnées pour former le jeu de données data64sp. Pour ces 64 espèces,

les transcriptomes ont été séquencés et les génomes mitochondriaux assemblés

(voir Chap. 3, partie 2.3, la délimitation des familles de gènes orthologues a per-

mis d’obtenir 346 gènes nucléaires (data64sp_nucl) pour le calcul des taux de

substitutions synonymes. Pour le génome nucléaire, les 13 gènes mitochondriaux

codant pour des protéines ont été utilisés pour le calcul du taux de substitutions

synonymes (data64sp_mito).

Délimitation des familles de gènes orthologues du data64sp

Afin d’obtenir les familles de gènes orthologues en copie unique (c’est-à-dire

sans paralogue) présents chez les 64 espèces d’Aselloidae, ainsi que chez l’espèce

Jaera praehirsuta (isopode de la famille des Janiroidea, groupe frère des Aselloi-
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dea) qui est utilisée comme outgroup afin de vérifier la monophylie des Asellidea

remise en cause par Lins et al. (2012), un pipeline bio-informatique optimisé a été

mis en place. Les transcriptomes ont été séquencés (voir Chap. 3, partie 2.2), les

lectures ont été nettoyées avec Trimmomatic (Bolger et al., 2014), normalisée (les

lectures identiques observées plus de 50 fois sont retirées) puis assemblés avec Tri-

nity (Grabherr et al., 2011). Lorsque la qualité de l’assemblage était trop faible, des

données de séquençage single-end ont été ajoutées. Les cadres ouverts de lectures

(ORF, Open Reading Frame) corrigées pour les décalages de cadre de lecture

(frameshift) ont été prédits en utilisant un programme personnalisé appelé as-

sembly2orf (https : //github.com/ellefeg/assembly2orf). A chaque contig a été

assigné la séquence ayant le meilleur hit parmi une base de données de séquences

protéiques de métazoaires (comprenant les séquences d’Asellidae du laboratoire et

la base de données Ensembl Metazoa) avec Diamond BLASTx v0.9.22 (Buchfink

et al., 2015) : les contigs sans hit de blast ont été conservés. Les frameshift dans les

contigs par rapport à la séquence de référence assignée, ont été retirés avec Exone-

rate v2.2.0 (Slater et Birney, 2005), nous permettant d’obtenir des séquences sans

frameshift et limitées à la partie alignée avec la référence. Les ORFs ont ensuite été

prédits en utilisant TransDecoder (http : //transdecoder.sourceforge.net, Haas

et al., 2013). Pendant le processus de TransDecoder, l’homologie entre les ORFs

candidats et la base de données mentionnée précédemment, a été testée avec un

BLASTx. L’homologie des domaines protéiques a été testée avec HMMER 3.1b2

(http : //hmmer.org/ Potter et al., 2018). Les séquences annotées ont été retenues

par TransDecoder en fonction de leur score de prédiction de région codante.

Les familles de gènes orthologues ont été définies en utilisant OrthoFinder2

(Emms et Kelly, 2018, , paramètres : -S diamond -M msa). La redondance dans

les isoformes a ensuite été retirée en conservant l’isoforme le plus exprimé. La

contamination a été retirée en utilisant Diamond BLASTx sur une base de don-

nées contenant 937 taxons (100 Eucaryotes et 837 Procaryotes, pers. comm. de
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C.M. Francois). Les séquences dont l’ensemble des meilleurs hits correspondaient

à des séquences non-arthropodes ont été retirées. Les familles de gènes ortho-

logues contenant une séquence pour chaque espèces ont ensuite été extraites, nous

permettant d’obtenir 348 gènes orthologues.

Les 348 gènes orthologues ont été alignés en protéines avec PRANK (Löytynoja

et Goldman, 2008), repassés en nucléotides, puis vérifiés et corrigés si nécessaire

de visu. Les positions trop variables ont été retirées avec Gblocks (Castresana,

2000). Les séquences ont été concaténées puis une phylogénie concaténée a été

construite avec PhyML (GTR+G+I). En parallèle, une phylogénie a été construite

pour chaque gène avec les mêmes paramètres et 100 réplicats de bootstrap. La

congruence entre la phylogénie concaténée et la phylogénie donnée pour chaque

gène a été vérifiée avec ProfileNJ (Noutahi et al., 2016) avec un seuil de bootstrap

de 90% (les supports de branches inférieurs à cette valeur ne sont pas considérés

comme incongruents avec la phylogénie concaténée). Cette étape permet de retirer

des gènes dont l’histoire évolutive ne correspondrait pas à l’histoire des espèces,

mais aussi de détecter des cas de contaminations par d’autres espèces ou entre les

espèces échantillonnées. Sept gènes montraient des incongruences notables, deux

gènes montrants des évidences de paralogie ont été retirés. Pour les 5 autres gènes,

à chaque fois une seule séquence montrait des anomalies. Dans deux cas, une des

séquences était une probable chimère, la séquence a alors été tronquée pour conser-

ver la partie s’alignant avec les autres séquences. Dans les 3 autres cas, une espèce

se branchait à la base de l’arbre et montrait une branche extrêmement longue,

suggérant une contamination, la séquence a donc été supprimée de l’alignement.

Enracinement de la phylogénie

Une nouvelle concaténation a été effectuée avec les 346 familles de gènes or-

thologues nettoyées. Une nouvelle phylogénie a été reconstruite avec PhyML avec

un modèle GTR+G+I avec 100 réplicats de bootstrap. En parallèle les gènes mi-

tochondriaux ont été alignés avec Prank (Löytynoja et Goldman, 2008) et vérifiés
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de visu, les positions trop variables ont été retirées avec Gblocks (Castresana,

2000). Les gènes ont ensuite été concaténés et une phylogénie a été construite de

la même façon que pour le nucléaire. Ces deux arbres ont ensuite été enracinés

en utilisant Jaera praehirsuta (isopode de la super famille des Janiroidea, groupe

frère des Aselloidea) comme outgroup. Ces deux arbres confirment que les Aselli-

dae forment un groupe monophylétique, groupe frère de la famille des Stenasellidae

(Score de bootstrap à 100% pour les deux compartiments génomiques). L’espèce

Jaera praehirsuta montrant des divergences génétiques assez fortes avec les autres

espèces, cette espèce a été retirée pour les calculs des taux de substitutions. Les

deux espèces de Stenasellidae ont été utilisées par la suite comme groupe externe.

Calcul des taux de substitutions

data367sp La phylogénie calibrée dans le temps présentée en partie 1.4 du

chapitre 3 a été utilisée dans CoEvol (Lartillot et Poujol, 2011). Les taux de

substitutions ont été calculés sur 4 sets de gènes différents : (i) une concaténation

des deux gènes mitochondriaux, (ii) une concaténation des deux gènes nucléaires,

(iii) le gène COI seul, et (iv) le gène FAST2 seul. Pour les deux premiers sets,

le taux global varie de façon brownienne, pour les deux derniers, un modèle de

codon (Muse et Gaut, 1994) est utilisé dans lequel le dN et le dS varie de façon

Brownienne. Pour chaque set, deux chaînes ont été lancées, les convergences ont

été vérifiées visuellement et en utilisant le programme tracecomp implémenté dans

CoEvol. Pour le gène COI, un dS sur les transversions a été calculé avec mapNH,

de la même façon que pour la concaténation de gènes mitochondriaux.

data64sp L’espèce Jaera praehirsuta a été retirée des deux concaténations (mi-

tochondriale et nucléaire). Un arbre nucléaire et un arbre mitochondrial des 64

espèces ont ensuite été construits avec PhyML (GTR+G+I). Ces phylogénies et

les deux concaténations ont ensuite été utilisées pour le calcul des taux de substi-

tutions dans CoEvol (Lartillot et Poujol, 2011) avec un modèle de codon (Muse
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et Gaut, 1994), et une variation Brownienne du dS et du dN/dS le long de l’arbre.

Deux chaînes ont été lancées pour chaque concaténation, les convergences ont été

vérifiées visuellement et en utilisant le programme tracecomp. Aucun point de

calibration n’ayant été donné, la racine est fixée à 1 et les valeurs obtenues sont

exprimées en dS par unité de temps relative à la racine (noté dS/ra).

Fiabilité des estimations Comme expliqué dans le chapitre 2, l’estimation des

taux de substitutions peut s’avérer peu fiable lorsque le nombre d’événements de

substitutions sur lequel le calcul est effectué est trop faible. Ce nombre d’événe-

ments dépend du nombre de positions sur lequel les taux de substitutions sont

estimés, du temps de divergence entre les espèces, et de la vitesse d’évolution des

gènes utilisés. Ainsi, les estimations effectuées sur les courtes branches doivent

ête évitées car elles sont généralement peu fiables et très variables. En effet, la

valeur minimale étant bornée à zéro alors qu’il n’y a aucune borne supérieure, si

la distribution de probabilité est estimée à partir de trop peu de données, elle est

alors biaisée vers les valeures fortes. Ainsi, Debruyne et Poinar (2009) montrent

que le “time-dependency” des taux de substitutions, c’est-à-dire le fait que les

taux de substitutions sont plus rapides dans les branches courtes, pourrait être

créé par cet artefact. Le test diagnostique proposé par Welch et Waxman (2008)

pour les contrastes, permet de vérifier cet artefact. Cette procédure consiste à

tester une corrélation négative entre le taux mesuré et le temps que représente

la branche, puis à définir une longueur de branche minimale au delà de laquelle

cette corrélation disparaît. Les branches plus courtes que cette valeur seuil sont

alors retirées de l’analyse. Welch et Waxman (2008) montrent par des simulations

que cette procédure, même en retirant la moitié des points, permet de gagner en

puissance.

Si les branches courtes sont un problème, les branches longues le sont égale-

ment, car elles présentent le problème de la saturation. Dans ce cas on devrait

observer un taux de substitutions plus faible dans les longues branches. La même
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approche que pour les branches courtes, qui consiste à évaluer la relation entre le

taux de substitutions et le temps a été utilisée pour retirer les branches saturées.

Calcul des variables environnementales

Afin d’évaluer la corrélation entre les taux de substitutions et les variables en-

vironnementales corrélées à la latitude, 3 variables ont été estimées pour chaque lo-

calisation échantillonnée (1731 individus) : (i) l’évapotranspiration actuelle (AET)

qui est une estimation de la quantité d’eau (en mm) qui repart dans l’atmosphère.

Plus la couverture végétale est forte, plus cette valeur est élevée, ce qui fait de

l’AET un bon estimateur de la productivité du milieu, (ii) la température, (iii) la

différence entre le température au dernier maximum glaciaire (LGM) et la tem-

pérature actuelle. En effet, Eme et al. (2014) ont montré que la répartition de la

biodiversité du groupe était principalement expliquée par ces épisodes glaciaires

qui ont eu pour effet des extinctions massives des régions nordiques qui ont ensuite

été recolonisées par les rares espèces souterraines ayant des capacités de dispersion

importantes. Ainsi, dans le cadre de l’Evolutionary Speed Hypothesis, il semble

important de tester l’effet d’un facteur reconnu comme un acteur majeur de la

distribution de la diversité.

Pour chaque station dans laquelle un individu utilisé dans la délimitation mo-

léculaire des espèces (Chap. 3, partie 1.3) était présent, les données d’AET ont

été extraites à partir d’une carte mondiale ayant une résolution de 30 secondes

d’arc publiée par Trabucco et Zomer (2019). Les valeurs de température ont été

extraites de la base de données WorldClim (http : //www.worldclim.org) avec

une résolution spatiale de 2.5 minutes d’arc. Les valeurs de température au LGM

ont été extraites également de la base de données WorldClim en utilisant les 3 mo-

dèles climatiques disponibles avec une résolution spatiale de 30 secondes d’arc :

CCSM4, MIROC-ESM et MPI-ESM. La moyenne de ces trois modèles a ensuite

été utilisée.

Pour chaque espèce, la moyenne des stations contenant au moins un individu
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appartenant à cette espèce a été calculée pour chaque variable. Certains points

étant très proches de la mer, la résolution ne permet pas d’avoir une mesure

sur une zone ne contenant pas de zone marine. Dans ce cas, le calcul de l’AET

est impossible. Pour une espèce, la donnée est manquante pour la totalité des

stations, il n’y a donc pas de mesure d’AET pour cette espèce (Proasellus aff.

hypogeus (ABDELKAD), Species_278).

Temps de colonisation

Le temps de colonisation pouvant impacter les taux de substitutions nucléaires,

nous avons utilisé le gène de l’opsine pour estimer la proportion de la branche

terminale qui représente une espèce souterraine. Le temps de colonisation a ainsi

été estimé pour 89 espèces (voir Chap. 3, partie 2.4) et a été intégré dans les tests.

Tests statistiques

Les espèces de surface ont été retirées du jeu de données du fait de leur larges

aires de dispersion. En effet, pour ces espèces, l’environnement actuel représente

probablement mal leur environnement passé, ce qui ne permet pas de les corréler

au taux de substitutions moyens sur une longue période de temps avec les données

environnementales mesurées aujourd’hui. Ainsi, on passe de 367 à 299 espèces pour

le data367sp, et de 64 espèces à 49 espèces pour le data64sp.

La fiabilité des points a été vérifiée en testant la corrélation entre le taux es-

timé sur la branche (en dS/ra) et le temps que représente la branche, les branches

les plus courtes ont été retirées jusqu’à ne plus trouver de corrélation. La présence

de branches saturées a été vérifiée en corrélant le dS et le temps que représente

la branche. Les points formant un plateau (i.e. le dS est beaucoup plus faible

qu’attendu étant donnée le temps qui s’est écoulé) ont également été retirés de

l’analyse. La corrélation entre les taux de substitutions et les variables environ-

nementales a ensuite été testée par un PGLS (Phylogenetic Generalized Least

Square), en utilisant la phylogénie calibrée dans le temps pour calculer la matrice
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de variance-covariance sous un modèle Brownien.

3 Résultats

Fiabilité des estimations de taux de substitutions

Afin d’éliminer les branches dont l’estimation des taux de substitutions n’est

pas fiable, soit en raison de branches trop courtes, soit du fait de la saturation,

une corrélation négative entre le dS/ra et le temps que représente la branche a été

testée.

Gènes mitochondriaux On trouve effectivement une corrélation négative entre

le dS/ra et le temps de divergence dans le compartiment mitochondrial (PGLS,

p.value<0.05) quel que soit le jeu de données (Figure 6.1). Pour le data367sp_mito

et data367_COI, cette corrélation disparaît lorsque les branches inférieures à 13

Ma sont retirées. Pour le data64sp_mito, la corrélation disparaît lorsque l’on

enlève les branches inférieures à 6 Ma, les deux espèces dont la divergence est

supérieur à 100 Ma semblent saturées et ont donc été retirées également.

Gènes nucléaires De façon surprenante, on trouve une corrélation positive

dans les data367sp (deux gènes nucléaires ou FAST2 seul) entre le dS/ra et le

temps de divergences (PGLS, p.value<0.05). Cette corrélation positive est sur-

prenante car rien n’explique une augmentation du taux de substitutions dans les

longues branches. Une absence de biais dans les courtes branches dans le nucléaire

est peu probable. En effet les gènes mitochondriaux, qui ont un taux de muta-

tions supérieur et sont donc moins sujets aux problèmes d’estimation a priori,

montrent un effet. L’explication la plus probable est que la variance est très éle-

vée dans toutes les branches étant donné le faible nombre de positions et le taux

d’évolution très faible de ces deux gènes nucléaires. Ainsi, pour ces deux gènes, la

totalité des points a été conservée mais la puissance statistique est probablement
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très faible, une absence de résultat sera donc difficilement interprétable. Pour le

data64sp_nucl, on ne voit pas de corrélation entre le taux de substitution et le

temps que représente les branches (PGLS, p.value=0.63). Cependant, on observe

visuellement une relation positive sur les plus longues branches et une variance im-

portante sur les courtes branches (Figure 6.1). En retirant ces très courtes branches

(<6Ma), on retrouve la corrélation positive (PGLS, p.value=0.014) observée dans

le data367sp, qui reste toutefois inexpliquée.

Ainsi, après retrait des points non fiables, les data367sp_mito et data367_COI

sont substantiellement réduits. Après avoir retiré les espèces de surface et les points

non fiables, on garde les 299 espèces pour les gènes nucléaires, mais seulement 118

espèces pour les gènes mitochondriaux. Pour le data64sp, on garde 41 espèces pour

le compartiment mitochondrial et 43 pour le compartiment nucléaire (Table 6.1).

Les données de temps de colonisation n’étant disponibles que pour 89 espèces,

l’intégration de ce paramètre dans les modèles réduits encore considérablement

le jeu de donnés : data367sp_nucl et data367_FAST2 passe ainsi à 71 espèces,

data367_mito et data367_COI passe à 32 espèces, data64sp_nucl passe à 26

espèces et data64sp_mito à 25 (Table 6.1).

Table 6.1 – Jeux de données utilisés pour le calcul des taux de substitutions
globaux ou synonymes (Substi.) avec le nombre de gènes (N gènes) et le nombre
d’espèces sur lequel le calcul a été effectué. Les arbres ont été construits avec
toutes les espèces (N sp tot), puis seules les espèces souterraines (N sp sout) ont
été utilisées dans les corrélations, les branches trop courtes et saturées ont été
retirées (N sp clean). Enfin, l’impact du temps de colonisation a été testé sur les
espèces pour lesquelles le gène de l’opsine était disponible (N sp tcol).

Jeu de données N gènes N sp tot N sp sout N sp clean N sp tcol Substi.
data367sp_nucl 2 367 299 299 71 Global
data367sp_mito 2 367 299 118 32 Global
data367sp_FAST2 1 367 299 299 71 dS
data367sp_COI 1 367 299 118 32 dS
data64sp_nucl 346 64 49 43 26 dS
data64sp_mito 13 64 49 41 25 dS
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Figure 6.1 – Relation entre le taux de substitutions relatif à l’âge de la racine
(global ou synonyme) et le temps que représente la branche sur laquelle il est
calculé, dans les différents jeux de données. Les points orange sont les branches
qui ont été conservées dans l’analyse, les points blancs indiquent les branches qui
ont été retirées.

Corrélations avec les variables environnementales

Temps de colonisation. Quel que soit le jeu de données, on ne retrouve aucune

corrélation entre le taux de substitutions mitochondrial et le temps de colonisation
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(PGLS, p.values>0.1), ce qui est conforme aux résultats du chapitre 3. Une ten-

dance négative mais non significative est trouvée dans le compartiment nucléaire

pour data367sp_FAST2 (PGLS, p.value=0.091) et data367sp_nucl (PGLS,

p.value=0.097). On retrouve bien la corrélation négative avec le taux de substi-

tution nucléaire dans data64sp_nucl (PGLS, p.value=0.0025). L’intégration du

temps de colonisation dans les relations a amené à réduire fortement le nombre de

taxons. L’absence de significativité dans les gènes nucléaires des data367sp laisse

ainsi supposer un problème de puissance, ne permettant pas réellement d’interpré-

ter les résultats de ces tests. Les résultats sur la fiabilité des estimations laissaient

déjà présager un problème de puissance pour ce jeu de données. Ainsi, il n’est

pas surprenant de ne pas être capable de mettre en évidence une corrélation si-

gnificative. Le temps de colonisation n’étant pas corrélé au taux de substitutions

mitochondrial, son intégration dans les modèles est inutile. Pour le taux de sub-

stitutions nucléaire, les tests seront effectués avec et sans le temps de colonisation.

Variables environnementales Quel que soit le jeu de données et le comparti-

ment, aucune relation n’est trouvées entre le taux de substitutions et les variables

environnementales (Table 6.2). Ni la latitude, ni la productivité (estimée par l’éva-

potranspiration), ni la température ou encore la différence de température depuis

le dernier maximum glaciaire, ne permettent d’expliquer les variations de taux de

substitutions. Une tendance positive est trouvée entre le taux de substitutions nu-

cléaire et la productivité pour le data64sp_nucl, cette tendance disparaît lorsque

l’on teste toutes les variables dans le même modèle (Annexe 8). Excepté ce dernier

cas, le fait de tester les variables indépendamment ou de les inclure dans un même

modèle, tout comme le fait d’ajouter le temps de colonisation dans la corrélation

ne change pas les résultats (Annexe 8).

Effet des courtes branches Le retrait des courtes branches pose deux pro-

blèmes : la réduction drastique du jeu de données et le retrait du signal porté
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Table 6.2 – Résultats des tests PGLS de la corrélation entre les taux de sub-
stitutions et les variables environnementales : Latitude, Température, évapo-
transpiration actuelle (AET) et différence de température entre aujourd’hui et
le dernier maximum glaciaire (Delta LGM). Le nombre de taxa utilisés est réduit
de 1 pour l’AET, un des points étant trop proche de la mer. Les branches trop
courtes et saturées ont été retirées.

data367sp
nucl

data367sp
mito

data367sp
FAST2

data367sp
COI

data64sp
nucl

data64sp
mito

N 299/298 118/117 299/298 118/117 43 41
Taux global global dS dS dS dS

Latitude Pente -0.01550 -0.00976 -0.01275 -0.00294 -0.03646 -0.00809
P.value 0.41420 0.20570 0.53790 0.68810 0.09610 0.28740
Cox-Snell R2 0.00223 0.01348 0.00127 0.00137 0.06235 0.02722

Température Pente 0.01907 0.00063 0.01247 0.00706 0.05082 0.01668
P.value 0.11920 0.93270 0.35020 0.31370 0.10320 0.12060
Cox-SnellR2 0.00809 0.00006 0.00291 0.00856 0.06271 0.05706

AET Pente 0.00006 0.00003 -0.00006 0.00001 0.00050 0.00009
P.value 0.74620 0.75110 0.75710 0.92590 0.05420 0.30780
Cox-Snell R2 0.00035 0.00086 0.00044 0.00007 0.08260 0.02505

Δ LGM Pente 0.01588 -0.01237 0.01701 0.02062 -0.04392 -0.02946
P.value 0.71150 0.44340 0.71620 0.17610 0.41620 0.10890
Cox-Snell R2 0.00046 0.00497 0.00044 0.01539 0.01526 0.06076

par ces courtes branches. En effet, on pourrait imaginer que le fait de retirer les

courtes branches biaise le jeu de données en tronquant une partie du gradient lati-

tudinal par exemple. Les tests ont été effectués avec tous les points pour voir si la

réduction des jeux de données avait un impact sur les résultats des tests. Lorsque

tous les points sont inclus, on trouve une corrélation négative entre la latitude et

le taux de substitutions mitochondrial et une corrélation positive avec l’AET dans

le data367sp_mito (Table 6.3). La corrélation avec la productivité est également

trouvée dans le data367sp_COI mais pas celle avec la latitude. De plus, lorsque

les deux facteurs (AET et latitude) sont inclus dans le même modèle, la corréla-

tion avec la latitude devient non significative (PGLS, p.value=0.9354), suggérant

que c’est la corrélation entre AET et latitude qui génère cette relation. On note

cependant que les R2 sont extrêmement faibles. On trouve également une corréla-

tion positive entre la température et le dS mitochondrial dans le data64sp_mito,

ainsi qu’une corrélation positive entre la productivité et le dS nucléaire dans le

data64sp_nucl.

La répartition des points retirés dans le data367sp_mito et le data367sp_COI,
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Table 6.3 – Résultats des tests PGLS de la corrélation entre les taux de sub-
stitutions et les variables environnementales lorsque les valeurs mal estimées ne
sont pas retirées : Latitude, température, évapo-transpiration actuelle (AET) et
différence de température entre aujourd’hui et le dernier maximum glaciaire (Δ
LGM). Le nombre de taxa utilisés est réduit de 1 pour l’AET, un des points étant
trop proche de la mer.

data_367sp
mito

data367sp
COI

data64sp
mito

data64sp
nucl

N 299/298 299/298 49 49
Taux global dS dS dS

Latitude Pente -0.01595 -0.00761 -0.00890 -0.04218
P.value 0.03250 0.25070 0.27440 0.07800
Cox-Snell R2 0.01517 0.00440 0.02409 0.06140

Température Pente 0.00261 0.00723 0.02523 0.05094
P.value 0.58940 0.09070 0.02200 0.12460
Cox-Snell R2 0.00097 0.00953 0.10152 0.04700

AET Pente 0.00022 0.00015 0.00011 0.00057
P.value 0.00340 0.02830 0.28190 0.04770
Cox-Snell R2 0.02836 0.01600 0.02335 0.07691

Delta LGM Pente -0.00915 0.01687 -0.02896 -0.04784
P.value 0.58910 0.26040 0.15750 0.43460
Cox-Snell R2 0.00098 0.00423 0.03996 0.01238

révèle une concentration de branches courtes entre de 43◦ et 44◦ (Figure 6.2). Si

l’on regarde la répartition des branches considérées comme trop courtes dans la

relation entre l’AET et le taux de substitutions mitochondrial (Figure 6.3), on

peut voir que les valeurs de taux de substitutions les plus élevées ont toutes été

retirées. Ces résultats suggèrent que la surestimation des taux de substitutions

dans les courtes branches pourrait être à l’origine de la corrélation observée entre

le taux de substitutions et la productivité dans le jeu de données non nettoyé.

4 Discussion

Puissance des jeux de données Malgrés le grand nombre de taxa et de don-

nées transcriptomiques utilisées dans cette analyse, l’élimination des branches

courtes qui ne permettent pas une estimation fiable des taux de substitutions a

amené à une réduction très importante de la taille du data367sp sur le comparti-

ment mitochondrial. En effet, ce retrait a engendré la perte de plus de la moitié

des points. Cependant, il n’est pas nécessaire de retirer des analyses toutes les
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Figure 6.2 – Histogramme du nombre de branches retirées dans le data367sp
(<13 Ma) en fonction de la latitude.
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Figure 6.3 – Taux de substitutions global mitochondrial (data367sp_mito) en
fonction de l’évapotranspiration actuelle (AET) Les branches considérées comme
bien estimées sont indiquées par des cercles orange, les branches retirées de la
corrélation sont indiquées par des cercles blancs.
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branches inférieures à 13 Ma. En effet, lorsque l’on retire une branche courte d’un

arbre, la branche qui formait une paire avec la branche retirée sera alors allongée

et son retrait ne sera pas nécessaire. Ainsi, un recalcul des taux de substitutions

en retirant seulement une partie des branches trop courtes (c’est à dire en reti-

rant une partie des espèces) permettrait de faire les calculs sur des branches plus

longues pour un plus grand nombre de branches, et augmenter ainsi la puissance

de l’analyse. Cependant, la puissance ne dépend pas uniquement du nombre d’es-

pèces mais aussi du nombre de gènes utilisés dans l’analyse. Pour le jeu de données

avec 367 espèces, le dS n’a pu être calculé que sur un seul gène mitochondrial et un

gène nucléaire. L’absence d’augmentation de la variance dans les courtes branches

pour les gènes nucléaires suggère que la variance est très élevée même dans les

branches les plus longues, et que la puissance de ces données pour détecter des

changements de taux de substitutions est très faible. Ainsi, augmenter le nombre

de gènes codant pour des protéines (permettant le calcul d’un dS) augmenterait la

puissance de l’analyse. Toutefois, cette augmentation du nombre de gènes ne de-

vrait pas se faire aux dépens du nombre d’espèces, l’échantillonnage taxinomique

étant important dans la reconstruction phylogénétique (Philippe et al., 2011).

Corrélation avec les variables environnementales Les résultats présentés

ici après retrait des branches considérées comme mal estimées, suggèrent qu’il

n’existe pas de relation entre les variables environnementales variant latitudina-

lement et les taux de substitutions. Cependant, on peut noter deux particularités

des Asellidae qui pourraient en faire un cas particulier. Premièrement, ils ne sont

pas exposés aux UV. La quantité de rayonnements UV augmente lorsque la la-

titude baisse. Cependant, la quantité d’UV augmente avec l’altitude alors que

la richesse spécifique montre le patron inverse (e.g. Touaylia et al., 2011; Lin

et al., 2019), rendant peu probable un effet des UV sur la diversification via un

changement du taux de mutations. Deuxièmement, il est probable que les traits

d’histoire de vie des espèces souterraines ne varient pas latitudinalement. Ainsi,
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une des hypothèses de Rohde (1992) était que le temps de génération étant cor-

rélé à la latitude, les taux de substitutions devraient varier latitudinalement. Les

résultats du Chapitre 4 indiquent que des changements de traits d’histoire de vie

affectent les taux de substitutions nucléaires. Ici, nous ne trouvons pas de corréla-

tion entre la latitude et le taux de substitutions nucléaire, suggérant que le temps

de génération n’est donc pas corrélé à la latitude. Ainsi, si ces résultats indiquent

une absence d’effet direct des variables environnementales sur les taux de sub-

stitutions, ils ne permettent pas de rejeter l’hypothèse d’une corrélation avec les

traits d’histoire de vie pour les autres groupes (e.g. mammifères). Cependant, la

diversité des Asellidae étant corrélée à la productivité du milieu et à la différence

de température avec le dernier maximum glaciaire (Eme et al., 2014), l’absence de

corrélation entre les taux de substitutions et ces deux variables environnementales

suggère que la relation entre l’environnement et les taux de substitutions, même

indirectement, ne permet pas d’expliquer la répartition de la biodiversité. Ces ré-

sultats vont à l’encontre de la première partie de l’Evolutionary Speed Hypothesis

(Rohde, 1992) qui propose que les variables environnementales vont impacter le

taux de mutations qui impactera à son tour le taux de diversification.

Impact des branches courtes Lorsque les branches trop courtes, pour les-

quelles les taux de substitutions ont tendance à être surestimés, sont intégrées

dans le jeu de données, une corrélation négative entre les taux de substitutions

et la productivité est trouvée dans le compartiment mitochondrial pour le jeu de

données data367sp. La variance expliquée par le modèle est cependant très faible

(≈2%) et la corrélation n’est pas retrouvée dans le jeu de données data65sp. Dans

le data367sp on trouve des corrélations avec la température pour le dS mitochon-

drial et avec l’évapotranspiration pour le dS nucléaire. Ces résultats sont difficiles à

interpréter et suggèrent que ces corrélations sont des artefacts créés par la suresti-

mation des taux de substitutions dans les courtes branches. En plus de la mauvaise

estimation des taux de substitutions sur les branches trop courtes, il existe un dé-

151



CHAPITRE 6. EXISTE-T-IL DES PATRONS DE VARIATIONS DES TAUX
D’ÉVOLUTION MOLÉCULAIRE À L’ÉCHELLE GLOBALE ?

bat sur l’existence d’un “time-dependency” sur les taux d’évolution moléculaire

(Bandelt, 2008; Emerson et Hickerson, 2015; Ho et al., 2005, 2007, 2011). Ce

time-dependency propose qu’il existe une décroissance exponentielle des taux de

substitutions qui est fonction de l’intervalle de temps depuis le présent sur lesquels

ils sont calculés (Figure 6.4).

Figure 6.4 – Exemple de “time-dependency” des taux de substitutions en fonc-
tion de l’intervalle de temps (depuis le présent) sur lequel ils sont calculés. On
voit une décroissance exponentielle de l’estimation lorsque l’intervalle de temps
augmente10.

Si la raison de cette relation est fortement débattue entre effet du polymor-

phisme qui sera éliminé par la sélection naturelle, de la saturation, des erreurs de

séquençage ou des erreurs de calibrations, il n’en reste pas moins que cette relation

est souvent observée dans les jeux de données. Ces biais entraînant une surestima-

tion des taux de substitutions dans les branches terminales trop courtes sont un

problème particulièrement important dans l’étude de la relation avec des facteurs

variant avec la diversité. En effet, les clades dont le taux de diversification est

le plus élevé devraient avoir tendance à avoir un plus grand nombre de branches

terminales très courtes. De plus, les clades les moins diversifiés devraient, quant

à eux, avoir des longueurs de branches très importantes pouvant amener à une

saturation. Ces deux biais pourraient ainsi amener à des branches courtes dont le

taux de substitutions est surestimé pour les clades avec un taux de diversification

152



CHAPITRE 6. EXISTE-T-IL DES PATRONS DE VARIATIONS DES TAUX
D’ÉVOLUTION MOLÉCULAIRE À L’ÉCHELLE GLOBALE ?

élevé et des branches longues pour lequel le taux de substitutions est sous-estimé

dans les clades diversifiant peu.

Cet effet est supporté dans nos données par la concentration de branches

très courtes entre 43◦ et 44◦. Chez les Asellidae, il a été montré qu’il y a une

grande concentration d’espèces à cette latitude (Eme et al., 2014). Ainsi, la re-

lation entre variables environnementales, taux de substitutions et diversification

pourrait n’être que le résultat de problèmes d’estimation des taux de substitu-

tions liés à la structure de l’arbre. Si l’on revient sur les analyses ayant testées

la relation entre taux de substitutions et latitude, très peu d’entre elles prennent

en compte l’impact des courtes branches. Les rares études qui l’ont explicitement

pris en compte montrent que la relation entre les taux de substitutions et les va-

riables environnementales est faible (Orton et al., 2019; Bromham et al., 2015).

Ces résultats suggèrent ainsi que les différences de taux de diversification entre

les taxa pourraient générer une structure de l’arbre phylogénétique. Cette struc-

ture avec des branches courtes dans les clades diversifiés et des branches longues

dans les clades peu diversifiés, pourrait générer une corrélation entre les taux de

substitutions et la diversification. La diversification étant corrélée à des variables

environnementales, cet artefact pourrait amener à une corrélation entre les va-

riables environnementales et les taux de substitutions.

5 Conclusion

Les résultats de cette analyse suggèrent que les difficultés liés à l’estimation

des taux de substitutions réduisent considérablement la puissance des jeux de

données à détecter une corrélation entre les variables environnementales corrélées

à la diversité et le taux de substitutions. D’autre part, la différence de résultats

lorsque les branches courtes sont incluses ou non dans l’analyse suggère que les

10. Reprinted from Molecular Biology and Evolution Volume 23, Issue 12, Woodhams Michael,
“Can Deleterious Mutations Explain the Time Dependency of Molecular Rate Estimates ?",
Pages 2271–2273, Copyright (2006), with permission from Oxford University Press.
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corrélations trouvées dans la littérature pourraient être le résultat de biais dans

l’estimation des taux de substitutions. Ainsi, pour pouvoir tester avec une puis-

sance suffisante l’Evolutionary Speed Hypothesis, une meilleure compréhension

du ‘time-dependency’ des taux de substitutions serait nécessaire afin de pouvoir

mieux prendre en compte ce biais dans les analyses sans avoir à retirer une part

substantielle des données.
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Chapitre 7

Synthèse, Discussion &

Perspectives

1 Synthèse

L’objectif de ce travail de thèse était de tester les hypothèses relatives aux va-

riations des taux d’évolution moléculaire inter-spécifiques et d’évaluer leur impact

relatif. Pour cela nous avons développé les données et connaissances autour des

isopodes souterrains de la famille des Asellidae dont les caractéristiques sont parti-

culièrement pertinentes dans le cadre de l’étude des taux d’évolution moléculaire.

Afin d’évaluer les différents hypothèses (temps de génération, taux métabolique,

longévité, environnement), les taux de substitutions ont été calculés sur le com-

partiment nucléaire et sur le compartiment mitochondrial.

Ce travail de thèse a permis de délimiter les espèces du groupe et d’établir

leurs relations de parenté et les temps de divergence. Ainsi, une phylogénie des

367 espèces d’Asellidae pour lesquelles nous disposions des données moléculaires

suffisantes a été construite. Cette phylogénie a ensuite été calibrée dans le temps

grâce à des événements bio-géographiques. Cette phylogénie a été utilisée ici pour

calculer les taux de substitutions du chapitre 6 mais son usage potentiel est bien

plus large. En effet, elle pourra, par exemple, permettre d’évaluer les variations
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des taux de diversification au sein du groupe et ainsi d’identifier les facteurs in-

fluençant la diversification et la répartition des espèces. Elle permettra également

de définir d’autres paires d’espèces souterrain-surface pour étudier l’effet de cette

transition sur l’expression des gènes, la non-fonctionnalisation, la taille des popu-

lations, ...

Dans la première partie de ce travail de thèse (Chapitre 4), nous avons utilisé

la transition vers le milieu souterrain pour établir des paires d’espèces proches,

l’une vivant en milieu de surface et l’autre en milieu souterrain, permettant d’avoir

des réplicats de la même transition. La transition vers le milieu souterrain étant

accompagnée d’un allongement de la durée de vie et du temps de génération ainsi

que d’une baisse du taux métabolique, la comparaison des espèces vivant dans

les deux habitats nous a permis de tester les 3 principales hypothèses liant traits

d’histoire de vie et taux de substitutions : l’hypothèse du temps de génération (Li

et al., 1987), l’hypothèse du taux métabolique (Martin et al., 1992), et l’hypothèse

de longévité (Nabholz et al., 2007). Alors que pour la première hypothèse, on s’at-

tendait à un impact similaire dans les deux compartiments génomiques, les deux

autres hypothèses prévoyaient un impact plus important dans le compartiment

mitochondrial. La comparaison des taux de substitutions dans les deux comparti-

ments nous a permis de mettre en évidence que les espèces souterraines avaient un

taux de substitutions plus faible que leurs homologues de surface dans le compar-

timent nucléaire mais pas dans le compartiment mitochondrial. Ces résultats vont

ainsi à l’encontre des trois hypothèses testées. Nous avons donc fait l’hypothèse

que le temps de génération n’impacte pas le taux de substitutions mitochondrial

en raison du fait que la réplication de ce génome est indépendante de la division

cellulaire et donc du temps de génération, contrairement au génome nucléaire.

Cette hypothèse permet d’expliquer qu’un effet est observé chez les mammifères

car ces derniers ont une période de pause dans la gamétogenèse qui est égale au

temps de génération et impacte les deux compartiments génomiques.
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Dans la deuxième partie (Chapitre 5), nous avons utilisé la caractéristique des

espèces souterraines d’être de faibles disperseurs afin de tester l’impact de l’envi-

ronnement mutagène. En effet, cette très faible dispersion nous permet de faire

l’hypothèse que l’environnement actuel est une bonne représentation de l’envi-

ronnement dans lequel l’espèce persiste depuis de nombreuses génération. Ainsi

nous avons mesuré la radioactivité présente dans les sédiments qui sont ingérés

par les espèces pour 14 espèces souterraines d’Asellidae. Nous avons pu mettre

en évidence dans cette partie un effet de l’environnement mutagène analogue à

l’effet des traits d’histoire de vie montré dans la première partie, mais cette fois

dans les deux compartiments génomiques. Nous avons également pu mettre en

évidence un effet de la radioactivité naturelle sur le spectre mutationnel. En effet,

la proportion de mutations C:G→A:T augmente avec la quantité de radioactivité.

Ces mutations étant connues pour être générées par le stress oxydant (Shibutani

et al., 1991), ces résultats suggèrent que la radioactivité génère un stress oxydant

provoquant des mutations. Ce niveau de stress semble assez faible pour ne pas

être détecté par les mécanismes de réparation de l’ADN.

Dans la dernière partie de ce travail (Chapitre 6), nous avons utilisé toutes les

données moléculaires disponibles pour le groupe (Sanger, transcriptomes, génomes

mitochondriaux, opsine) afin de tester le lien entre les taux de substitutions et les

gradients environnementaux corrélés à la latitude sur des espèces souterraines. En

effet, l’hypothèse de Rohde (1992) propose que les variables environnementales

impactent les taux de mutations qui vont à leur tour impacter le taux de di-

versification, expliquant ainsi le gradient latitudinal de biodiversité. Les résultats

suggèrent une absence de lien entre les variables environnementales variant lati-

tudinalement et les taux de substitutions. Cependant, le retrait de certains points

dont l’estimation du taux de substitutions était peu fiable a amené à une réduction

très importante de la taille du jeu de données faisant douter de la puissance sta-

tistique de ces données pour détecter un effet. Enfin, la corrélation trouvée entre
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les taux de substitutions et les variables environnementales lorsque les mauvaises

estimations ne sont pas retirées laisse supposer que la mauvaise estimation des

taux de substitutions dans les courtes branches pourrait générer une corrélation

artefactuelle qui pourrait être courante dans la littérature.

Globalement, le couplage de données génomiques à la fois nucléaires et mi-

tochondriales, sur un grand nombre de marqueurs avec des approches interdis-

ciplinaires, appliqué au modèle biologique des Asellidae souterrains a permis (i)

de mettre en évidence l’effet du temps de génération sur les taux de substitu-

tions des protostomiens (ii) de montrer un effet de l’environnement mutagène et

(iii) de mettre en évidence un artefact possible dans les tests liant les taux de

diversification et les taux de substitutions.

2 Discussion

Tester les différentes hypothèses A travers de ce travail de thèse, nous avons

pu voir que les hypothèses expliquant les variations de taux d’évolution molécu-

laires sont nombreuses et leur déconvolution difficile. En effet, à partir du constat

que les taux d’évolution moléculaire sont corrélés au continuum de traits d’histoire

de vie, de nombreux mécanismes sous-jacents ont été proposés pour expliquer un

même patron (temps de génération, longévité, taux métabolique, hypothèse de

Lynch, ...). Nous avons pu voir qu’établir une définition plus précise des attendus

théoriques de chaque hypothèse permettait, en partie, de les différencier, mettant

cependant en évidence la nécessité de différenciation des taux de substitutions

synonymes et non-synonymes, mitochondriaux et nucléaires, ainsi que le besoin

d’approches interdisciplinaires. Ainsi, le chapitre 4 nous a permis de montrer qu’en

différenciant les taux de substitutions synonymes sur les deux compartiments gé-

nomiques on pouvait mettre en évidence un effet du temps de génération sur les

taux de substitutions nucléaires chez les Asellidae. L’absence d’effet sur le com-

partiment mitochondrial nous a permis de rejeter l’hypothèse de longévité et du
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taux métabolique et de remettre en cause l’universalité des attendus théoriques

des différentes hypothèses. Cette approche purement génomique montre cepen-

dant rapidement ses limites pour différencier les autres hypothèses. Le chapitre 5

a ainsi mis en évidence qu’une approche interdisciplinaire (i.e. la génomique et la

radiobiologie) permettait de montrer un effet de l’environnement mutagène sur les

taux d’évolution moléculaire. Le chapitre 6 a finalement montré que le lien entre

génomique et macro-écologie pouvait permettre de tester des hypothèses faisant

le lien entre l’environnement et la diversification des espèces, ce champ d’étude

demandant cependant à être développé. Ainsi, pour tester d’autres hypothèses,

telles que les compromis évolutifs liés à la qualité des descendants ou au coût

énergétique de la fidélité, des approches de biométrie (taille des descendants), de

physiologie (réserves énergétiques) en encore de génomique fonctionnelle (impact

des différents gènes sur le taux de mutations) semblent nécessaires.

Effet des traits d’histoire de vie Nous avons pu mettre en évidence l’effet

bien connu du temps de génération sur les taux de substitutions. Cependant, nous

avons pu montrer que cet effet n’existait que dans le compartiment nucléaire chez

les Asellidae. Pour expliquer ce résultat surprenant, nous avons proposé une hypo-

thèse de découplage de la réplication entre les deux compartiments, ce découplage

se faisant sur des durées différentes chez les mammifères et les protostomiens,

expliquant les différences de résultats. Ainsi, si l’on additionne ces résultats avec

ceux de la littérature, il semble que seul le taux de réplications des génomes dans

les lignées germinales soit unanimement confirmé. En effet, l’impact du temps de

génération pour les animaux, les plantes ou les bactéries semblent être confirmé

par toutes les études qui l’ont testé. Ainsi, les erreurs lors de la réplication semblent

être un facteur intrinsèque universel expliquant une part importante des variations

des taux de substitutions. Cependant, certains articles commencent à remettre en

cause la prédominance des mutations d’origine réplicatives (e.g. Gao et al., 2019;

Sasani et al., 2019). De plus, le temps de génération ne permet pas d’expliquer
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la totalité des variations observées. Dans le cas des Asellidae, le pseudo R2 de

Cox-Snell pour le modèle expliquant le taux de substitutions nucléaire par le

changement d’habitat est de 0.4. Cette valeur suggère qu’une assez grande partie

des variations de taux de substitutions nucléaires reste inexpliquée. Pour le taux

de substitutions mitochondrial, aucune relation avec les traits d’histoire de vie

n’a été trouvée. Pourtant, le taux de substitutions mitochondrial est corrélé aux

traits d’histoire de vie chez d’autres organismes. Par exemple, des variations de

taux de substitutions mitochondriaux en lien avec les traits d’histoire de vie ont été

mis en évidence chez des Sébastes (téléostéens, Hua et al. 2015), alors qu’aucune

différence n’est observée dans le compartiment nucléaire, relançant l’hypothèse

du taux métabolique. Ces résultats contradictoires suggèrent que même chez des

groupes largement étudiés, il est nécessaire de réévaluer plus précisément la rela-

tion entre les traits d’histoire de vie, le taux métabolique et les taux d’évolution

moléculaire avec des mesures précises des temps de génération, de la longévité,

du nombre de descendants et des dégâts causés par le stress oxydant. De plus,

Lanfear et al. (2007) ayant montrés que l’utilisation de proxy pouvait amener à

des conclusions erronées sur la relation entre taux de substitutions et taux méta-

bolique, une approche mêlant physiologie et génomique permettrait de tester de

façon plus précise cette hypothèse.

Universalité des hypothèses Les attendus théoriques des différentes hypo-

thèses ont été établies principalement à partir des connaissances chez les mammi-

fères. Ces organismes ectothermes, ayant des tailles de populations plutôt réduites

(en comparaison aux insectes, par exemple), des soins parentaux particulièrement

importants et dont la gamétogenèse présente des particularités non négligeables,

sont assez peu représentatifs de la biodiversité. Ainsi, le chapitre 4 a permis de

mettre en évidence que des analyses chez d’autres organismes révèlent des ré-

sultats allant à l’encontre des hypothèses pré-existantes. Allio et al. (2017) ont

également montré que le ratio de taux de substitutions mitochondrial et nucléaire
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était différent entre les vertébrés et les protostomiens, confirmant que les facteurs

impactant les taux d’évolution moléculaire n’ont pas la même influence chez tous

les organismes. Il est aujourd’hui nécessaire de développer une stratégie pour de-

mêler les facteurs qui ont un impact universel, de ceux qui agissent spécifiquement

dans un groupe. Ce type d’approche à très large échelle taxinomique n’est cepen-

dant pas facile à conduire, ne serait-ce que dans la construction du jeu de données

moléculaire. En effet, les approches maximisant le nombre d’espèces amènent à

ne travailler que sur quelques gènes orthologues et ne sont pas les meilleures ap-

proches dans le cas des taux de substitutions car cela conduirait à une mauvaise

estimation de ces taux.

Impact de l’environnement mutagène Le chapitre 5 a permis de mettre en

évidence un impact de l’environnement mutagène sur les taux de substitutions,

d’une ampleur analogue à l’effet du temps de génération. Ainsi, alors que la lit-

térature s’est principalement focalisée sur l’effet des traits d’histoire de vie, nous

montrons que l’environnement pourrait avoir un impact aussi important sur le

taux d’évolution moléculaire. Un effet de la salinité sur les taux de substitutions

avait déjà été montré chez des branchiopodes (Hebert et al., 2002), mais ce type

d’analyse reste rare, suggérant que l’impact de l’environnement mutagène sur les

taux d’évolution moléculaire a peut-être été négligé. Nous concluons, dans ce cha-

pitre, que ces résultats questionnent sur le lien entre cet effet mutagène et les

points chauds de diversité situés dans des zones de forte radioactivité, tels que

les sources hydrothermales. Ce lien pose la question plus générale du lien entre le

taux de mutations et la diversification qui est abordée dans le chapitre 6 à tra-

vers le lien entre des paramètres environnementaux corrélés à la distribution de

la diversité et les taux de substitutions. Les résultats de ce dernier chapitre sug-

gère qu’une telle relation n’existe pas, cependant les relations ne sont pas aisées

à tester en raison des biais d’estimation dans les courtes et longues branches et

demanderaient certains développements méthodologiques.
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Problèmes d’estimation des taux de substitutions A travers le chapitre

6, nous avons pu aborder les problèmes d’estimation des taux d’évolution molé-

culaire dans les courtes branches et le débat autour du “time-dependency” des

taux d’évolution moléculaire. Cette tendance à surestimer les taux de substitu-

tions lorsqu’ils sont calculés sur des branches courtes et à les sous-estimer lorsque

les branches sont trop longues pourrait être à l’origine de corrélations avec les

facteurs liés à la diversification. La plupart du temps, ces problèmes d‘estimation

ne font que réduire la puissance des tests en raison de la trop grande variance dans

l’estimation des taux de substitutions (Welch et Waxman, 2008). Dans le cas de

la diversification, ces biais sont plus problématiques car ils pourraient créer une

corrélation inexistante. En effet, les clades diversifiant plus fortement devraient

avoir tendance à avoir des branches terminales plus courtes que les clades diversi-

fiant faiblement. Ainsi, les taux de substitutions pourraient être surestimés dans

les clades diversifiant fortement (time-dependency ou surestimation des branches

trop courtes). A l’inverse, la saturation pourrait amener à une sous-estimation

des taux de substitutions dans les clades qui diversifient moins et qui ont ainsi

tendance à avoir des longues branches. Ainsi, il est nécessaire d’évaluer si ces pro-

blèmes d’estimation sont réellement capables de créer des corrélations auquel cas

une réévaluation des corrélations trouvées entre la latitude et les taux d’évolution

moléculaire serait nécessaire.

3 Perspectives

A travers ce travail de thèse, j’ai pu aborder les facteurs qui font varier les

taux d’évolution moléculaire. Les traits d’histoire de vie, ainsi que l’environne-

ment mutagène se sont révélés être des facteurs pouvant faire varier ces taux dans

des proportions semblables. Grâce à ses caractéristiques, le modèle des Aselli-

dae a permis d’aborder toutes ces questions fondamentales, et de tester certaines

hypothèses sous un nouvel angle. Cependant, malgré leurs nombreux avantages,
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ces organismes ne permettent pas d’aborder certaines questions. Ainsi, certaines

perspectives de ce travail propose l’utilisation d’autres modèles pour aborder des

questions qui n’ont pas pu l’être lors de cette thèse en raison des limitations du

modèle biologique. La question qui vient naturellement en perspective de ce tra-

vail s’inclut dans la thématique plus globale de l’interaction entre les changements

génomiques et les variations phénotypiques : quel est l’impact de ces variations de

taux de substitutions sur les trajectoires évolutives des organismes ? Cette ques-

tion très vaste peut être abordée sous de nombreux angles. Premièrement, on peut

s’interroger sur l’impact des variations de taux de substitutions sur la survie ou la

reproduction des organismes. En effet, si la plupart des mutations sont neutres ou

délétères (Kimura, 1968; Ohta, 1987; Eyre-Walker et Keightley, 2007), le taux de

mutations devrait être réduit par le processus de sélection naturelle. Cependant,

cette réduction devrait se faire dans la limite du coût des mécanismes assurant la

fidélité de la réplication. Le compromis entre le coût des mutations (fardeau mu-

tationnel) et le coût de la fidélité devrait dépendre de l’ampleur de l’effet délétère

des mutations. Cette ampleur pourrait dépendre des traits d’histoire de vie des

espèces et notamment de l’investissement dans chaque descendant (Britten, 1986).

Cet effet délétère des mutations sur les organismes peut-être ‘simple’ : la mutation

par elle-même engendre un phénotype moins performant, ou plus complexe : la

mutation engendre une incompatibilité du gène muté avec d’autres gènes, endom-

mageant ainsi la fonction qu’ils assurent de concert. Par exemple, les complexes

protéiques sont codées par plusieurs gènes qui ‘coopèrent’ entre eux pour assurer

la formation d’une enzyme fonctionnelle. Cette coopération pourrait être une pres-

sion de sélection sur les mutations intervenant sur ces gènes. Deuxièmement, un

taux élevé de mutations pourrait engendrer plus rapidement des incompatibilités

hybrides, empêchant la reproduction entre les organismes portant une mutation

avec ceux qui ne la porte pas. Ces incompatibilités pourraient entraîner des varia-

tions de la probabilité d’une espèce à donner de nouvelles espèces, en lien avec leur
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taux de substitutions. Cette question a été abordée dans le chapitre 6 sans toute-

fois être testée directement. Ainsi, je présenterai dans ces perspectives les moyens

qui pourraient être mis en oeuvre pour mieux comprendre l’impact de variations

des taux d’évolution moléculaire sur l’évolution des organismes en m’intéressant

premièrement à l’impact de l’investissement parental sur le compromis entre le

fardeau mutationnel et le coût de la fidélité, deuxièmement à l’impact de la sélec-

tion pour assurer la coopération entre les gènes sur ce même compromis et enfin,

à l’impact du taux de substitutions sur la probabilité de générer de nouvelles

espèces.

3.1 Tester l’existence d’une contrainte sur le taux d’évolu-

tion moléculaire en lien avec l’investissement parental

Dès 1986, Britten avait proposé que le taux de substitutions étaient sous l’in-

fluence d’un compromis évolutif entre le nombre de mutations transmises à la

descendance et l’investissement parental. Cette hypothèse suppose ainsi que plus

les individus investissent d’énergie dans chaque descendant, plus l’impact d’une

mutation délétère amenant à la mort (ou la non-reproduction) d’un de ces descen-

dants est fort. Ainsi, il devrait exister un compromis entre le fardeau mutationnel

et le coût des mécanismes empêchant les mutations qui devrait dépendre de l’in-

vestissement parental dans chaque descendant. Tester l’hypothèse que le taux de

substitutions est au coeur d’un compromis entre l’investissement parental et le

coût des mécanismes empêchant les mutations demande premièrement d’estimer

le taux de substitutions et l’investissement parental. Cependant, l’investissement

parental est généralement corrélé à d’autres traits d’histoire de vie dont nous avons

montré que certains peuvent faire varier les taux de substitutions : la longévité,

le temps de génération et le taux métabolique. Ainsi, afin de prendre en compte

ces différents traits, il est nécessaire de les inclure dans le modèle. Cependant,

pour déterminer les parts de variance expliquée par ces différents facteurs, il est
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nécessaire de disposer de valeurs précises de ces facteurs et non de proxy. Ainsi,

les données disponibles dans la littérature ou dans les bases de données ne nous

permettent pas d’atteindre le niveau de précision suffisant. Il faut donc dévelop-

per un modèle biologique et un protocole expérimental nous permettant de faire

des mesures de ces différents traits d’histoire de vie. Les données génomiques né-

cessaires au calcul des taux d’évolution moléculaire devront ensuite être acquises

afin de tester la corrélation entre ces taux et les traits d’histoire de vie mesurés. A

cette approche corrélative, on peut ajouter une approche plus ‘mécanistique’ en

étudiant le fonctionnement des gènes liés au taux de mutations, c’est-à-dire des

gènes assurant les fonctions de fidélité de la réplication, de réparation ou encore

de protection contre les dégâts oxydatifs.

Estimation des traits d’histoire de vie

L’investissement dans la descendance peut-être évaluer en mesurant les ré-

serves énergétiques des descendants à la naissance (avant qu’ils ne se nourrissent).

Il semble que le plus aisé soit d’utiliser des organismes ovipares afin de mesurer

la vitellogénine dans les oeufs. Cette vitellogénine est la lipoprotéine dominante

dans la constitution du vitellus. Elle est produite dans le foie puis excrétée dans

le sang, elle migre ensuite dans les ovocytes où elle est stockée. La vitellogénine

peut être dosée en chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie

de masse en tandem (LC-MS/MS). Les protéines extraites des oeufs sont digérées

par une enzyme, les peptides ainsi créés sont ensuite séparés par chromatographie

en fonction de leur hydrophobicité puis ionisés afin d’être identifiés et quantifiés

par spectrométrie de masse.

Cette mesure de l’investissement parental ne suffit cependant pas, il faut éga-

lement mesurer les autres traits d’histoire de vie qui pourraient impacter les taux

de substitutions : la longévité, le temps de génération et le taux métabolique.

Le paramètre à mesurer pour estimer le longévité est la longévité moyenne des

individus. Ainsi, il est nécessaire de travailler sur des espèces dont la longévité en
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captivité est mesurable, c’est-à-dire des organismes qui ne sont pas trop longévifs

et qui supportent bien les conditions d’élevage. La nécessité d’étudier un gradient

de longévité élimine tous les groupes ne contenant que des espèces annuelles.

Le temps de génération correspond au temps moyen qui s’écoule entre un

individu et ses descendants. Il ne s’agit donc pas de l’âge de la maturité sexuelle

ou de l’âge à la première reproduction. Pour estimer ce temps de génération, il

faut relever l’âge des individus à chaque reproduction et faire une moyenne pour

chaque individu de toutes les reproductions au cours de sa vie.

Le taux métabolique est la quantité d’énergie dépensée par l’organisme par

unité de temps. On mesure généralement le métabolisme de base qui reflète la

quantité d’énergie minimum dépensée par l’organisme, au repos, pour assurer les

fonctions vitales. Cette mesure est cependant discutée car elle ne reflète pas le

métabolisme réel de l’organisme. De plus, elle est difficile à obtenir pour les petits

animaux. D’autre part, la température à laquelle l’organisme est considéré comme

au repos pour les ectothermes varie en fonction des espèces et elle est difficile à

déterminer. L’hypothèse du taux métabolique (Martin et Palumbi, 1993) est basée

sur l’impact mutagène des espèces réactives de l’oxygène (ROS) formées par la

chaîne respiratoire. Ainsi, mesurer directement la quantité de dommages créés par

les ROS apporterait une plus grande précision. Les ROS ont un effet bien connu

sur l’ADN : ils créent une oxydation des guanines qui sont alors transformées

en 8-oxo-2’-désoxyguanosine (8-OH-dG). Ces 8-OH-dG sont dosables après une

extraction d’ADN et une digestion enzymatique afin de séparer les bases puis

de doser les résidus de guanine oxydés. Le dosage se fait à l’aide de kit (e.g.

DN A/RNA Oxydative Damage EIA kit, Cayman 589320). Cependant, comme

nous l’avons conclu dans le chapitre 4, le taux métabolique de l’organisme n’est

probablement pas représentatif du taux métabolique des cellules germinales. Or,

seules les mutations dans les cellules germinales sont transmises à la descendance

et ont un impact sur les taux d’évolution moléculaire. Ainsi, ce dosage devra être
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fait sur des cellules germinales, necessitant des organismes pouvant être disséqués

pour prélever ces cellules.

Choix du modèle biologique et protocole expérimental

La mesure de ces différents paramètres demande un modèle qui comporte plu-

sieurs espèces, ovipares, élevable en laboratoire, avec des longévités différentes

mais pas trop longues et qu’il est possible de disséquer pour obtenir des cellules

germinales sur lesquelles mesurer les dégâts oxydatifs. Les Asellidae utilisés dans

cette thèse présentent le gros désavantage d’être difficilement mises en élevage.

Leur longévité importante rendrait de plus toute expérimentation extrêmement

longue (≈8 ans). De plus, les expériences tentées sur les oeufs (Annexe 1) nous ont

permis de voir qu’il était difficile d’en obtenir un grand nombre et que leur petite

taille ne permet pas de mesurer les ressources qu’ils contiennent. Ainsi différentes

espèces de ‘poissons’ ou de gastéropodes sembleraient permettre de répondre à

tous ces objectifs.

Plusieurs espèces devront être sélectionnées sur un gradient de traits d’his-

toire de vie. Pour pouvoir mesurer l’âge à chaque reproduction, afin de ne pas

contraindre la reproduction dans les élevages, le plus simple est de mettre en éle-

vage des individus de même âge. Les élevages devront être visités chaque jour afin

de ramasser les pontes pour mesurer la quantité de vitellogénine dans les oeufs. La

date de chaque ponte devra être relevée pour estimer le temps de génération. La

date de décès des individus devra également être relevée pour estimer la longévité

de chaque espèce. Quelques individus devront être utilisés pour chaque espèce

(une dizaine de chaque sexe) afin d’effectuer une dissection pour prélever les cel-

lules germinales, sur lesquelles un dosage des 8-OH-dG sera effectué (le séquençage

d’ADN peut-être effectué sur les mêmes individus).
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Estimation des taux de substitutions et corrélation avec les traits d’his-

toire de vie

Afin d’estimer le taux de substitutions de façon robuste pour toutes les es-

pèces, il est nécessaire d’avoir un nombre important de gènes. On peut séquencer

le génome, le transcriptome ou faire de la capture de gènes (cette dernière méthode

demandant cependant un travail préalable de design de sondes pour sélectionner

les gènes d’intérêt). Un individu par espèce devra être utilisé pour le séquençage.

Les individus utilisés pour les mesures de dégâts oxydatifs peuvent être utilisés

en prenant toutefois garde à la conservation des échantillons pour le séquençage

de transcriptome. A partir de ces données et des connaissances sur les taxa sélec-

tionnés, une phylogénie des espèces devra être construite.

Les séquences obtenues ainsi que la phylogénie et les traits mesurés pour chaque

espèce pourront être intégrés directement dans le logiciel CoEvol, conçu pour

estimer la co-variation des taux de substitutions et des traits d’histoire de vie,

en tenant compte des corrélations entre les différents traits. Pour les mesures de

8-OH-dG, les mesures effectuées sur les deux sexes devront être intégrées dans

la corrélation avec les taux de substitutions nucléaires. En revanche, seules les

mesures effectuées sur les femelles devront être intégrées dans la corrélation avec

le taux de substitutions mitochondrial. Pour les autres traits, aucune différence

entre les deux sexes n’est théoriquement prévue. Cependant il serait intéressant

de tester si les traits d’un des deux sexes expliquent mieux les variations de taux

de substitutions.

Efficacité des gènes liés au taux de mutations

Afin de tester plus précisément l’implication des gènes liés au taux de muta-

tions, l’efficacité de ces gènes pourrait être testée chez les différentes espèces en

inactivant ces gènes avec la technique CRISPR-CAS9. Cependant, il est probable

que l’inactivation de ces gènes entraîne des effets très délétères, voire la mort des
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individus. Une approche plus standard de calcul du dN/dS de ces gènes pourrait

également être effectuée. Un résultat positif pourra être interprété comme un effet

mais un résultat négatif ne pourra être interprété. En effet, une seule mutation

pourrait être à l’origine d’une baisse d’efficacité et ne ferait pas varier le dN/dS.

Le dispositif expérimental présenté devrait ainsi permettre de tester l’existence

d’une relation entre l’investissement dans chaque descendant et le taux de sub-

stitutions, tout en testant la relation avec le taux métabolique, la longévité et le

temps de génération.

3.2 Tester l’existence d’une contrainte sur le taux de sub-

stitutions en lien avec la compatibilité mito-nucléaire

Certains gènes assurent des fonctions en collaboration avec d’autres gènes.

Par exemple, la cytochrome c oxydase est une enzyme composée de 14 sous-unités

protéiques, chacune codée par un gène. Même si une mutation sur l’un de ces

gènes n’a pas d’influence directe sur la sous-unité protéique produite, elle peut

impacter l’interaction de cette sous-unité avec les autres sous-unités et in fine le

phénotype. Ainsi, cette coopération entre différents gènes pourrait agir comme

une force pour réduire le taux de mutations.

Un des exemples les plus parlant de collaboration génétique est la collabora-

tion qui existe entre l’ADN mitochondrial et l’ADN nucléaire pour assurer cer-

taines fonctions essentielles telles que le métabolisme énergétique (Wolff et al.,

2014). Cette collaboration est d’autant plus complexe que les forces évolutives

qui s’exercent sur ces deux génomes ne sont pas identiques. Chez la plupart des

organismes, le génome mitochondrial a un taux de mutations beaucoup plus élevé

que le génome nucléaire, il est non-recombinant et sa taille de population efficace

est plus faible. Toutes ces caractéristiques font qu’il est plus sensible à l’accumu-

lation de mutations par dérive génétique et par hitch-hiking. Chou et Leu (2015)

décrivent la coopération comme un processus de ‘Reine-rouge’ (Van Valen, 1973)
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dans lequel le génome nucléaire est soumis à une pression de sélection forte pour

compenser les mutations mitochondriales afin d’assurer la collaboration entre les

deux génomes. Cette course perpétuelle devrait amener soit à une évolution rapide

des loci nucléaires impliqués dans la collaboration soit à une réduction du taux de

substitutions sur les gènes mitochondriaux impliqués (Schmidt et al., 2001). Ainsi,

Dowling et al. (2008) considère que la coopération entre les deux génomes est un

trait à part entière qui conditionne l’évolution des deux génomes. Ce trait pourrait

ainsi exercer une pression de sélection pour réduire le taux de substitutions mito-

chondrial afin d’éviter l’émergence de mutations non-synonymes pouvant rompre

cette coopération.

Cependant, un cas extrême de taux de substitutions mitochondrial décou-

vert récemment à Lyon sur l’espèce Physa acuta, un escargot d’eau douce, re-

met en cause toute cette théorie et révèle les lacunes dans nos connaissances sur

l‘évolution de la coopération entre les deux génomes. J’ai pu montré au cours de

ma thèse qu’au sein de cette population, il existe 4 génomes mitochondriaux diffé-

rents (appelés mitotypes par la suite), dont l’un présente un taux de substitutions

extrêmement élevé (Figure 7.1).

Le mitotype divergent est associé à une inversion importante des gènes dans

le génome mitochondrial (Figure 7.2). Les autres mitotypes trouvés dans la même

population montrent d’autres particularités. Les mitotypes A et B ont une zone

de taille inconnue qui n’a pas pu être assemblée, le mitotype C présente une in-

version entre les gènes nad4l et cox2. Les inversions chez le mitotype divergent et

le mitotype C se trouvent dans la même région que la partie qui n’a pas pu être

assemblée chez les deux autres mitotypes. Lors de l’assemblage des génomes mi-

tochondriaux, j’ai pu observé que les mitotypes divergents montraient très peu de

polymorphisme alors que pour les autres mitotypes, on observe un polymorphisme

important.

En revanche, de façon surprenante, le génome nucléaire ne montre aucune
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Figure 7.1 – Phylogénie des individus de l’espèce Physa acuta. On détecte 4
mitotypes différents dont un est extrêmement divergent.

divergence entre le type ‘divergent’ et les types ‘normaux’ (Figure 7.3). Si l’on

s’intéresse aux gènes nucléaires qui codent pour des fonctions en coopération avec

les gènes mitochondriaux, ils montrent également très peu de variations. De plus,

les individus ayant un génome mitochondrial divergent ne montrent pas de diffé-

rence dans leur métabolisme énergétique qui est assuré par la chaîne respiratoire

mitochondriale, dont le fonctionnement dépend de l’interaction avec le génome

nucléaire (communication personnelle Cyril Degletagne).

Ainsi, on observe un taux de substitutions mitochondrial extrêmement élevé

et une inversion dans la synténie des gènes mitochondriaux sans qu’aucun effet ne

soit observé ni dans le génome nucléaire, y compris sur les gènes impliqués dans

la collaboration mito-nucléaire, ni sur le phénotype des individus, remettant tota-

lement en cause nos a priori sur l’impact du taux de mutations dans l’évolution

de la coopération entre les deux génomes. Approfondir nos connaissances sur ce
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Figure 7.2 – Ordre des gènes dans les génomes mitochondriaux des 4 mitotypes de
Physa acuta trouvés dans la population de Lyon, en comparaison avec le génome
‘standard’ extrait de la base de données NCBI. Les gènes codés sur le brin + sont
schématisés au dessus de la ligne et les gènes codés sur le brin - sont en dessous
de la ligne. Le gène nad4l est noté 4l, le gène ATP6 est noté 6 et le gène ATP8
est noté 8. Les inversions sont indiqués par des flèches. Le génome ‘Divergent’
montre une grande inversion d’un fragment par rapport aux autres mitotypes. Le
mitotype C montre une inversion des gènes nad4l et nad4. Les mitotypes de Lyon
A et B ont une zone de taille inconnue qui n’a pas pu être assemblée (indiquée
par une étoile).
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Figure 7.3 – Scores de dissimilarité (p-distances) en nucléotides (A) ou en pro-
téines (B) entre les gènes du mitotype C et les gènes du mitotype ‘Divergent’ sur
les gènes mitochondriaux (Mt-CDS), nucléaires (Nucl-CDS) et nucléaires codant
pour des fonctions en interactions avec des gènes mitochondriaux (Mt-Nucl-CDS).
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modèle pourrait nous permettre de comprendre comment un taux de substitutions

aussi élevé peut évoluer sans impacter la coopération mito-nucléaire.

La première interrogation lorsque l’on voit la forte similarité entre les indivi-

dus du mitotype divergent est de savoir si le taux de mutations est toujours élevé

dans le génome mitochondrial ou si cette augmentation a été passagère et que le

taux de mutations est aujourd’hui revenu à la normale. Une approche expérimen-

tale par lignée d’accumulation (mère + descendants) nous permettrait d’estimer

le taux de mutations actuel. Cette espèce se reproduisant très vite, il est possible

de séquencer le génome mitochondrial de plusieurs générations de la même lignée.

Un séquençage de génome faible couverture est suffisant pour assembler les mi-

tochondries complètes, celle-ci étant présente en de nombreux exemplaires dans

chaque cellule.

Afin de mieux comprendre cette augmentation du taux de substitutions, il

est ensuite nécessaire de comprendre l’origine des remaniements observés dans

le génome mitochondrial et leur lien avec le taux de mutations. Chez les deux

mitotypes ne montrant pas d’inversion, une zone proche du site d’inversion s’est

avérée impossible à assembler. Même les PCR sur cette zone ont échouées, laissant

supposer que cette zone est trop grande et/ou trop répétée. Il pourrait s’agir de la

région contrôle, région d’où démarre la transcription du génome mitochondrial et

qui n’a pas été identifiée chez ces espèces. Cette région contrôle est généralement

une zone difficile à identifier tant sa structure est variable en fonction des espèces.

Par exemple, chez les insectes cette région peut faire de 350 à 4600 pb selon

les espèces (voir Zhang et Hewitt, 1997). Certaines caractéristiques permettent

cependant de l’identifier : c’est une région généralement riche en AT avec des ré-

pétitions en tandem qui évoluent de façon concertée. Un évènement au niveau de

la région contrôle, tel qu’une insertion d’élément transposable, pourrait expliquer

les inversions observées. Cette région étant très répétée et sa taille étant incon-

nue, un assemblage à partir de lectures génomiques courtes a de grandes chances
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d’échouer. En utilisant la technologie de séquençage par nanopore (MinION) on

pourrait séquencer tout l’ADN mitochondrial en un seul fragment, ce qui devrait

permettre de décrire cette région sans étape d’assemblage afin d’analyser sa com-

position.

Ces différentes analyses nous permettront de mieux comprendre les observa-

tions faites sur cette population et à terme d’évaluer les mécanismes qui ont per-

mis une telle augmentation du taux de substitutions sans impacter la coopération

entre les deux génomes.

3.3 Existe-t-il un lien entre les taux de substitutions et les

taux de diversification ?

Nous avons vu, dans le chapitre 6, qu’il existe des hypothèses qui lient le taux

de substitutions et le taux de diversification. Ce lien pourrait se faire de deux

façons : premièrement, un taux de substitutions élevé pourrait amener à augmen-

ter la vitesse d’apparition des incompatibilités hybrides lorsque deux populations

sont isolées. Deuxièmement, un taux de substitutions élevé pourrait favoriser l’ap-

parition de variants permettant soit la survie dans un environnement changeant,

soit la colonisation de nouvelles niches. Nous nous intéresserons ici au lien entre

taux de diversification et taux de substitutions.

L’étude du lien entre taux de diversification et taux de substitutions pose

de nombreux problèmes méthodologiques. Premièrement, la façon dont les taux

de diversification sont intégrés dans la corrélation est très variable. Les différentes

études qui ont testé ce lien ont souvent utilisé la taille du clade (diversité en espèce

du clade). Le problème de cette approche est que l’on obtient une seule mesure

de diversification par clade qui doit être confrontée à une seule mesure de taux de

substitutions par clade. Les auteurs sélectionnent alors généralement une espèce

du clade pour faire le calcul des taux de substitutions. Une très grande quantité

d’information est donc perdue dans cette procédure. Une autre méthode consiste
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à calculer le taux de substitutions de la racine à la feuille pour chaque feuille puis

de corréler cette mesure avec le nombre de noeuds entre la racine et chaque feuille.

Cette méthode pose deux problèmes majeurs : premièrement, les mêmes branches

internes sont utilisées un grand nombre de fois, deuxièmement le nombre de noeuds

est souvent corrélé à la longueur cumulée des branches en raison d’un artefact de

densité de noeuds (Hugall et Lee, 2007). Cet artefact engendre une augmentation

des taux de substitutions lorsque le nombre de noeuds sur le chemin entre la

racine à la feuille, augmente. Cela vient du fait que lorsqu’il y a un grand nombre

de noeuds (et donc un grand nombre d’espèces), les modèles de reconstruction

phylogénétique prennent mieux en compte la saturation et reconstruisent une

plus grande proportion des mutations qui se sont produites le long des branches.

Pour éviter l’artefact du nombre de noeuds, la meilleure solution est souvent

de travailler sur les branches terminales. Cependant dans les cas des taux de

diversification, cela implique d’être capable d’estimer le taux de diversification

sur les branches terminales. Si cela semble contre-intuitif, cette estimation est

néanmoins possible grâce à l’approche récemment publiée par Maliet et al. (2019).

Cette approche permet de modéliser l’évolution du taux de diversification le long

des branches de l’arbre. Le taux de diversification de la branche fille étant issu

d’une distribution normale centrée sur le taux de diversification de la branche

parente. L’utilisation de ce modèle sur la phylogénie des Asellidae révèle de grandes

variations du taux de diversification le long de l’arbre (Figure 7.4).

Cependant, les résultats du chapitre 6 nous ont amené à conclure que certains

biais dans le calcul des taux de substitutions pourraient amener à des corrélations

artéfactuelles entre les taux de substitutions et les taux de diversification, même en

les calculant sur des branches terminales (time-dependency et mauvaise estimation

des courtes branches). Ainsi, pour mieux comprendre la relation entre ces deux

taux, la première étape serait d’évaluer l’impact de ces biais. Une approche passant

par des simulations permettrait de déterminer si la structure de l’arbre peut créer
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Figure 7.4 – Taux de diversification le long de la phylogénie des Asellidae, calculés
avec le logiciel ClaDS (Maliet et al., 2019) sous un modèle ClaDS2 (taux de
spéciation et d’extinction variables).

artificiellement une corrélation.

En utilisant la phylogénie des Asellidae, on peut simuler des alignements de

séquences sous l’hypothèse qu’il n’y a aucune corrélation entre la diversification

et le taux de substitutions. A partir de ces alignements, on peut calculer les taux

de substitutions le long des branches. On peut ensuite tester la corrélation entre

les taux de substitutions ainsi calculés et les taux de diversification connus. Si une

corrélation est trouvée entre les taux de substitutions et les taux de diversification,

on pourra conclure que ces biais sont capables de générer la relation.

Un moyen simple d’éviter un tel biais serait alors de supprimer les branches

176



CHAPITRE 7. SYNTHÈSE, DISCUSSION & PERSPECTIVES

trop courtes et trop longues de l’arbre. Cependant, le retrait de points est toujours

problématique car l’information principale pourrait se trouver dans les espèces les

plus récentes (notamment parce qu’elles reflètent mieux l’environnement actuel).

Ainsi, la meilleure approche serait de prendre en compte ce biais dans les analyses.

Pour cela, une première approche serait d’inclure une augmentation de la variance

dans les courtes branches (hétéroscédasticité) et la décroissance exponentielle de

la moyenne à l’intérieur du test. Une deuxième approche serait le développement

d’un logiciel permettant d’estimer la co-évolution entre les taux de diversification

et les taux de substitutions le long de l’arbre, en intégrant directement dans le

modèle ces biais d’estimation. Une telle approche permettrait, de plus, de tenir

compte de l’effet de la variance dans l’estimation des dates de divergence sur

l’estimation des taux de diversification.

L’utilisation du modèle Asellidae pour tester cette relation diversification-taux

de substitutions demanderait également l’acquisition d’un plus grand nombre de

gènes pour toutes les espèces. En restreignant l’étude au genre Proasellus, une

approche par capture de gènes permettrait d’obtenir les 346 gènes orthologues en

copie unique, trouvés dans les transcriptomes, aux 252 espèces de ce genre. Cette

méthode consiste à créer des sondes d’ARN biotinylées correspondant aux gènes

que l’on souhaite obtenir. Ces sondes vont s’hybrider sur les séquences d’intérêt qui

seront ‘capturées’ (les sondes biotinylées viennent d’accrocher sur des billes) puis

séquencées. Cette technique permettrait d’obtenir un nombre suffisant de gènes

sans passer par un séquençage du transcriptome complet qui serait difficilement

réalisable pour un nombre aussi élevé d’espèces.
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Annexes

Annexe 1 :

Influence de la transition vers le milieu souterrain

sur la stratégie reproductive chez les Asellidae

Nathanaëlle Saclier, Colin Issartel, Florian Malard

Introduction

A partir de l’observation de que les organismes souterrains produisent des
œufs plus gros mais en moins grand nombre, Vandel (1964) définit une « loi »
selon laquelle les organismes souterrains auraient le même investissement repro-
ducteur que les espèces de surface mais avec un changement dans la stratégie
reproductive :la réduction du nombre d’oeufs serait ainsi parfaitement corrélée à
l’augmentation de leur taille.

Des observations de changements de la taille des œufs ont en effet été observée
chez de nombreux animaux souterrains tels que des téléostéens (Poulson, 1963),
ou des malacostracés (Henry, 1976; Zigler et Cooper, 2011; Fišer et al., 2013).
Cependant, ces observations se réduisent souvent à une comparaison visuelle, sans
mesure de la taille des œufs ou de la taille des femelles. Les observations plus
poussées de ce changement de taille et de nombre d’oeufs (e.g. Henry, 1976) n’ont,
quant à elle, jamais été faites dans un cadre comparatif, ne permettant ainsi pas
de prendre en compte l’inertie phylogénétique.

Afin de tester cette hypothèse de changements de stratégie de reproduction
en lien avec une transition vers le milieu souterrain, nous proposons d’utiliser
les caractéristiques originales de la famille des Asellidae (Rafinesque, 1815), qui
présente de nombreux avantages. En effet, elle comprend des espèces épigées, des
espèces exclusivement hypogées, ainsi que des espèces « intermédiaires », vivant
en général en milieu souterrain mais qui ne présentent pas encore tous les traits
troglomorphiques caractéristiques (dépigmentation, anophtalmie...). Il a été mon-
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tré qu’au sein de cette famille, plusieurs espèces ont colonisé indépendamment
le milieu souterrain (Francois et al., 2016a; Lefébure et al., 2017; Saclier et al.,
2018), nous permettant d’avoir des réplicats de la même transition. De plus, chez
les espèces de cette famille, les femelles portent les œufs à l’intérieur d’une poche
incubatrice, ce qui permet de faire le lien entre les œufs et les caractéristiques de
la femelle qui les a produits, et en particulier sa taille.

Le nombre et de la taille des œufs ont été comparés entre des espèces de
surface (oculées et pigmentées), des espèces « intermédiaires » (microphtalmes et
partiellement dépigmentées), et des espèces strictement souterraines (anophtalmes
et dépigmentées)

Cependant, les espèces de surface subissant des variations saisonnières qui sont
quasiment absentes en milieu souterrain, une variation saisonnière de la taille
et/ou du nombre d’œufs chez les espèces de surface pourrait entraîner un biais
potentiel. Il a été montré chez plusieurs espèces de Gammaridae (Latreille, 1802)
une variation saisonnière de la taille des œufs ainsi que de leur nombre (Pöckl,
1993; Foucreau, 2013), c’est pourquoi l’effet de la saisonnalité sur ces paramètres
sera étudié au sein d’une population de surface.

Matériel et méthodes

Échantillonnage Les animaux prélevés sont stockés dans l’éthanol à 96% puis
ramenés au laboratoire où ils sont triés. Les femelles ovigères d’Asellidae sont
mises à l’écart et stockées dans des tubes remplis d’éthanol à 96%. Chaque tube
de femelles ovigères se voit attribuer un code mentionnant le nom de code de
la station de prélèvement, la date, le nom de l’espèce et le nombre de femelles
ovigères.

L’étude de la variabilité saisonnière du nombre d’œufs et de leur taille est réa-
lisée sur une population d’Asellus aquaticus (Linnaeus, 1758) de surface, localisée
sur l’espace expérimental «Les étangs» situé sur le campus de la Doua, à Villeur-
banne. Deux séries de prélèvements ont été réalisées : une première en mars 2018,
une seconde en octobre 2018.

Enfin, la variabilité interspécifique a été étudiée sur un total de 17 espèces
dont tous les individus ont été prélevés en Europe (Table 1)

Dissection Les pattes de la femelle ovigère sont retirées à l’aide de pinces. La
femelle est déposée sur une lame contenant une petite goutte d’eau. Deux photo-
graphies de la femelle ont été prises : une de l’animal entier, une autre focalisée sur
le céphalon. Pour quelques individus, des photographies de la poche contenant les
œufs ont aussi été prises avant d’avoir été ouvertes. La femelle est ensuite placée
sur une lame sur laquelle ont été déposées quelques gouttes de glycérine. Les œufs
sont extraits de la poche incubatrice sous un stéréomicroscope Olympus SZX16,
à l’aide d’aiguilles très fines et d’une aiguille dont l’extrémité a été recourbée. Les
œufs extraits et la femelle sont photographiés sous le stéréomicroscope à l’aide

212



ANNEXES

Table 1 – Liste des espèces utilisées pour étudier l’effet de la transition écologique
vers le milieu souterrain au niveau inter-spécifique, et leur milieu de vie.

Espèce Écologie
Asellus aquaticus Surface
Asellus aquaticus Surface
Proasellus cavaticus Souterrain
Proasellus cavaticus Souterrain
Proasellus beticus Surface
Proasellus coiffaiti Surface
Proasellus albigensis Souterrain
Proasellus coxalis Surface
Proasellus aragonensis Intermédiaire
Proasellus ibericus Surface
Proasellus escolai Souterrain
Proasellus granadensis Intermédiaire
Proasellus valdensis Souterrain
Proasellus hercegovinensis Souterrain
Proasellus meridianus Surface
Proasellus ortizi Intermédiaire
Proasellus jaloniacus Souterrain

d’une caméra (Olympus, modèle DP25) et du logiciel CellD (version 5.1). Après
avoir été extraits, les œufs contenus dans la glycérine sont placés entre lame et
lamelle. Des petits morceaux de pâte à modeler ont préalablement été déposés aux
quatre angles de la lamelle, dans le but de la surélever et de ne pas écraser les œufs
lorsque la lamelle est posée sur la lame. Les œufs sont photographiés directement
après. Chez certains individus, les œufs contenus dans la poche étaient complète-
ment agglomérés entre eux, rendant difficile leur séparation sans les abîmer. Pour
remédier à ce problème, le paquet d’œufs a été extrait de la poche puis et placé
dans un tube rempli d’eau, qui a ensuite été agité pendant quelques minutes. Les
lames et les femelles disséquées sont conservés dans les collections de zoologie du
LEHNA. Au total, 321 individus ont été disséqués. La dissection d’une femelle
ovigère et la prise des photographies prend en moyenne 40 minutes pour un mani-
pulateur expérimenté, cette durée pouvant varier fortement selon le nombre d’œufs
produits (une grande quantité d’œufs nécessitera un grand nombre de photogra-
phies d’œufs). Toutes les dissections ont été effectuées par Colin Issartel dans le
cadre de son contrat d’alternance.

Mesures morphométriques, mesures du nombre et de la taille des œufs
Toutes les mesures ont été réalisées avec le logiciel ImageJ (version 1.51j), à partir
des photographies prises sous le stéréomicroscope. Deux mesures ont été effec-
tuées : le nombre d’œufs produits par chaque femelle, et la surface visible (en
deux dimensions) de chaque œuf. Deux paramètres ont été mesurés pour évaluer
la taille de la femelle : la longueur du corps et la largeur de la capsule céphalique
(Figure 5).

Pour mesurer la taille des oeufs, chaque photographie est convertie en image
en niveaux de gris, elle-même convertie ensuite en image binaire (uniquement en

213



ANNEXES

a b c

Figure 5 – Mesures effectuées pour chaque individus : longueur du corps (a),
largeur du céphalon (b) et superficie de chaque œufs (c). Asellus aquaticus sou-
terrain.

noir et blanc), ceci afin de «nettoyer» l’image (c’est-à-dire enlever les éléments qui
ne seront pas mesurés) et de mettre un seuil à l’image, ajusté de sorte à détecter
les œufs dont la surface doit être mesurée.

Tests statistiques

Étude de l’effet de la taille du corps Afin de déterminer l’effet de la taille
du corps sur le nombre et la taille des œufs, des modèles linéaires ont été utilisés
entre la taille et le nombre d’œufs avec les différentes mesures de la femelle. Une
corrélation entre la taille de la femelle et la taille ou le nombre d’oeufs peut générer
des corrélations entre l’habitat (souterrain-surface) et la taille ou le nombre d’oeufs
si la taille des femelles change avec le type d’habitat. Cette relation a été testée
par un test de Kruskall-Wallis, les données n’étant pas distribuée normalement.

Étude de la variabilité saisonnière Afin de déterminer un effet de la
saison sur la taille et le nombre d’oeufs, une comparaison de ces paramètres entre
mars et octobre 2018 a été effectuée. Les nombres moyens d’œufs et la taille des
oeufs entre mars et octobre ont été comparés statistiquement à l’aide d’un test de
Student.

Étude de la variabilité inter-spécifique Des différences dans le nombre
ou la taille des œufs entre les espèces pigmentées, partiellement dépigmentées et
dépigmentées, ont été testées par un PGLS en utilisant des packages ape et nlme
du logiciel R.

Résultats

Étude de l’effet de la taille du corps On voit une corrélation positive entre le
nombre d’œufs et la longueur du corps (lm, p < 2,26e-16, R2 = 0,724) , la largeur
du céphalon (lm, p < 2,26e-16, R2 = 0,7373 ), ainsi la surface du corps (lm, p
< 2,26e-16, R2 = 0,7853, Figure 6). Il existe également une corrélation positive
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entre la taille des œufs et la longueur du corps (lm, p = 1,251e-8,R2=0,161), la
largeur du céphalon (lm, p = 4,477e-7,R2=0,1782) et la surface de l’individu (lm,
p = 2,754e-7,R2=0,86) (Figure 7). On voit donc que le nombre d’oeufs est en très
grande partie expliqué par la surface de la femelle (R2=0,86), La taille des œufs
dépends également de la taille de la femelle mais dans une moindre mesure. Il
est donc nécessaire de prendre en compte la taille de la femelle pour comprendre
l’évolution de la taille des œufs. Le paramètre qui explique le mieux la taille et
le nombre d’œufs étant la surface de la femelle (longueur * largeur du céphalon),
c’est cette mesure qui sera utilisée par la suite.
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Figure 6 – Nombre d’oeufs en fonction de longueur du corps (gauche), largeur
du céphalon (centre) et superficie de la femelle (droite).
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Figure 7 – Taille des oeufs en fonction de longueur du corps (gauche), largeur
du céphalon (centre) et superficie de la femelle (droite).

Afin d’évaluer si la corrélation avec la taille de la femelle peut créer la relation
entre la taille et le nombre d’oeufs et l’habitat, la relation entre la taille de la fe-
melle et l’habitat (catégorisé en fonction du phénotype de la femelle : pigmentés,
partiellement dépigmentés et dépigmentés) a été testée. La surface du corps de la
femelle change bien en fonction du phénotype de la femelle (Kruskal-Wallis, p =
1,95e-9,) : les individus pigmentés une surface du corps moyenne significativement

215



ANNEXES

supérieure à celle des individus partiellement dépigmentés et des individus dépig-
mentés, en revanche ces deux dernière catégories ne sont pas différentes entre elles
(Figure 8).
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Figure 8 – Taille des femelles (surface en mm2 en fonction de l’habitat).

Étude de la variabilité saisonnière Le nombre d’œufs produits par les fe-
melles en mars n’est pas significativement différent du nombre d’œufs produits
par les femelles en octobre (test de Student, p = 0,6516). En revanche, la taille
des œufs produits en octobre est significativement supérieure à la taille des œufs
produits en mars (test t de Welch, p = 0,002397) (Figure 9).
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Figure 9 – Nombre (gauche) et taille (droite) des œufs en fonction de la saison
(mars ou octobre) chez Asellus aquaticus

Étude de la variabilité inter-spécifique Le nombre moyen d’œufs est signi-
ficativement plus élevé chez les espèces pigmentées que chez les espèces dépigmen-
tées (PGLS, p.value = 0,0076) ; en revanche, il n’y a pas de différence significative
entre le nombre moyen d’œufs produit par les espèces dépigmentées et le nombre
moyen d’œufs produit par les espèces partiellement dépigmentées (PGLS, p =
0,5746) (Figure 10).
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En ce qui concerne la taille des œufs, les résultats n’indiquent pas de diffé-
rence significative entre la taille moyenne des œufs produits par les espèces pig-
mentées et les espèces dépigmentées (PGLS, p,value = 0,6332) ; la taille moyenne
des œufs produits par les espèces partiellement dépigmentées n’est pas non plus
significativement différente de la taille moyenne des œufs produits par les espèces
dépigmentées (PGLS, p.value = 0,0735).
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Figure 10 – Nombre (gauche) et taille (droite) des œufs en fonction de la saison
(mars ou octobre) chez Asellus aquaticus

Discussion

Cette étude nous indique premièrement que le premier facteur qui influence le
nombre des œufs, et dans une moindre mesure la taille, est la taille de la femelle
qui les porte. D’autre part la taille de cette femelle est significativement différente
entre l’habitat souterrain et l’habitat de surface. En effet les femelles souterraines
sont plus petite que les espèces de surface. D’autre part, la mesure de la largeur et
celle de la longueur n’explique pas exactement la même part de variance. Ceci est
du au fait que les femelle souterraines sont plus allongées que les espèces de surface.
Le nombre et la taille des œufs étant mieux expliquée par la surface que par la
longueur, on peut en déduire que la forme de la femelle impacte les œufs qu’elle
porte. Ainsi le paramètre qui pourrait limiter la taille et le nombre d’œufs pourrait
être la place disponible dans la poche incubatrice. Ainsi, une corrélation entre la
taille ou le nombre d’œufs pourrait provenir uniquement des changement dans la
taille et la forme de la femelle qui change en milieu souterrain. Ces paramètres
n’ayant pas été pris en compte dans les précédentes observations, cela remettrait
potentiellement en cause les conclusions.

L’étude la variabilité saisonnière nous indiquent que la taille des œufs varie
avec la saison. Les femelles d’octobre, produisent des œufs plus gros qu’en mars.
On peut supposer que les femelles de mars sont des femelles qui ont passées l’hiver
dans les sédiments (leur grande taille permet de supposer qu’elle ne sont pas née
à la sortie de l’hiver). En revanche les femelles d’octobre sont nées au printemps
et ont connu une période très faste pendant l’été. Ainsi, on peut supposer que les
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femelles d’octobre ont plus de réserves énergétique à allouer à la production. Elles
semblent allouer cette réserve à la taille de œufs et non au nombre, peut-être parce
que le nombre de cellules germinales est fixé ou parce que ce nombre ne peut pas
être régulé par la quantité de ressources.

La comparaison surface souterrain nous a permis de montrer que les femelles
souterraines produisent moins d’oeufs. En revanche, ils ne sont pas plus gros.
L’habitat souterrain étant un habitat pauvre en énergie, on ce serait attendu, étant
donné les résultats précédents à voir un patron sur la taille et non sur le nombre
d’œufs. Cependant il y a une différence temporelle importante entre les deux
comparaisons. Dans le cas des espèces souterraines elles sont constamment dans
un milieu pauvre en énergie, ainsi si le nombre d’œufs est fixé génétiquement, les
pressions de sélection ont pu amener à des individus qui produisent moins d’œufs,
un habitat pauvre en énergie ne permettant pas d’accumuler assez d’énergie pour
produire un grand nombre d’œufs. Ainsi dans cet habitat, les femelles ayant moins
de descendants auraient été favorisées car les portées auraient survécues alors que
les femelles ayant un grand nombre d’œufs n’auraient pas pu les nourrir. La faible
variabilité de la taille des œufs au sein d’une portée suggère que la même énergie
est allouée à chaque œufs. La femelle ne serait ainsi pas en capacité de favorisé une
partie des œufs au dépends des autres. Ainsi, un manque de nourriture pourrait
amener à l’avortement de toute la portée. Ces hypothèses restant toutefois à tester.
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Annexe 5 :

Tableau récapitulatif du séquençage de transcrip-

tomes
Ce tableau récapitule les espèces pour lesquelles des transcriptomes ont été

séquencés. Les transcriptomes séquencés avant 2013 ont été fait avec des pool
d’individus dont les numéros sont indiqués. Après 2013, chaque transcriptomes
correpond à un individu. Les dates de chaque étapes ont été notés afin de pouvoir
détécter des étapes de potentielle cross-contamination qui ont été éliminées des
jeux de données.
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Anthropis�es, Villeurbanne, France
2Univ Lyon, Universit�e Claude Bernard Lyon 1, CNRS UMR 5558, Laboratoire de Biom�etrie et Biologie Evolutive, Villeurbanne, France
3Institut Universitaire de France, Paris, France

*Corresponding authors: E-mails: nathanaelle.saclier@univ-lyon1.fr; tristan.lefebure@univ-lyon1.fr.

Associate editor: Keith Crandall

Abstract

The rate of molecular evolution varies widely among species. Life history traits (LHTs) have been proposed as a major
driver of these variations. However, the relative contribution of each trait is poorly understood. Here, we test the
influence of metabolic rate (MR), longevity, and generation time (GT) on the nuclear and mitochondrial synonymous
substitution rates using a group of isopod species that have made multiple independent transitions to subterranean
environments. Subterranean species have repeatedly evolved a lower MR, a longer lifespan and a longer GT. We assem-
bled the nuclear transcriptomes and the mitochondrial genomes of 13 pairs of closely related isopods, each pair com-
posed of one surface and one subterranean species. We found that subterranean species have a lower rate of nuclear
synonymous substitution than surface species whereas the mitochondrial rate remained unchanged. We propose that
this decoupling between nuclear and mitochondrial rates comes from different DNA replication processes in these two
compartments. In isopods, the nuclear rate is probably tightly controlled by GT alone. In contrast, mitochondrial
genomes appear to replicate and mutate at a rate independent of LHTs. These results are incongruent with previous
studies, which were mostly devoted to vertebrates. We suggest that this incongruence can be explained by developmental
differences between animal clades, with a quiescent period during female gametogenesis in mammals and birds which
imposes a nuclear and mitochondrial rate coupling, as opposed to the continuous gametogenesis observed in most
arthropods.

Key words: substitution rate, longevity, generation time, isopods.

Introduction
The rate at which DNA accumulates substitutions varies
widely among lineages (Lynch 2010; Bromham et al. 2015;
Allio et al. 2017). Correlations have been observed between
many life history traits (LHTs) and the rate of substitution, to
the point that one could use ancestral rate reconstruction
based on phylogenetic methods to infer ancestral LHTs
(Lartillot and Delsuc 2012; Wu et al. 2017). Nevertheless,
the mechanism at the origin of these correlations and the
question of their universality remain unclear (Caccone et al.
2004; Baer et al. 2007; Allio et al. 2017).

Two broad categories of hypotheses have been proposed
to explain the link between LHT and the rate of molecular
evolution: hypotheses where the substitution rate depends
on the DNA replication rate and hypotheses where it is con-
trolled by the activity of the mitochondrial respiratory chain.
In the first category, a well-established hypothesis is the gen-
eration time (GT) hypothesis (Li et al. 1987) which proposes
that a species with shorter GT copies its genome more often
per time unit, thereby accumulating more DNA replication
errors. Correlations between GT and substitution rate have

been observed in mammals (Ohta 1993; Bromham et al.
1996), birds (Mooers and Harvey 1994), protostomians
(Thomas et al. 2010), and plants (Smith and Donoghue
2008). Hypotheses belonging to the second category rely on
the assumption that themitochondrial respiratory chain gen-
erates mutagenic reactive oxygen species (ROS). As a conse-
quence species that generate more ROS are expected to
accumulate more DNA damage, and in particular damage
to the mitochondrial genome (Barja 2002). Two
influences—one direct and one indirect—of mitochondrial
respiratory chain activity on the substitution rate have then
been proposed. First, species with high metabolic rate (MR)
produce more ROS, accumulate more DNA damage, and so
should have a higher substitution rate. Indeed, some studies
have reported a correlation between MR and substitution
rate (Martin et al. 1992; Gillooly et al. 2005). Second,
Nabholz et al. (2008) proposed that mitochondrial mutations
will be differentially counter-selected depending on the spe-
cies longevity. The mitochondrial theory of aging proposes
that mutations in the mitochondrial genome lead to a chain
reaction by affecting the efficiency of the respiratory chain,
thus leading to an increase in the production of ROS and a
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correlative acceleration of aging (Kujoth et al. 2007). To coun-
teract this effect and ultimately delay aging, selection is
expected to act in long-lived species to reduce the mitochon-
drial mutation rate. One expected outcome of this indirect
effect is a negative correlation between substitution rate and
longevity. These two last hypotheses imply a direct causal link
between the MR, the production of ROS and ultimately the
mutation rate. Several studies have challenged the link be-
tweenMR and ROS production (Barja 2007) but also the ROS
influence on the mitochondrial mutation rate (Larsson 2010;
Kennedy et al. 2013). While the former category of hypothe-
ses (the DNA replication rate hypotheses) extends to all
organelles and their genomes, the second set (the mitochon-
drial respiratory chain hypotheses) mostly applies to the mi-
tochondrial genome (Galtier, Jobson, et al. 2009), as ROS are
produced in the mitochondria where they directly induce
damage to the mitochondrial genome. Using experimental
mutagenesis on rat’s mitonchondria, Richter et al. (1988)
showed that mutations induced by ROS are 16 times more
frequent in the mitochondrial genome than the nuclear
genome.

While these questions are not new, we still lack a clear
understanding of why substitution rates are not clock-like
across taxa and which traits, if any, are responsible for the
violation of a strict molecular clock. Trait covariation, a focus
on a very restricted set of taxa, and a reduced number of
studied loci, mostly mitochondrial, are but a few roadblocks
preventing a better understanding of these questions, as we
discuss below. First, disentangling the influence of different
biological traits on the substitution rate is complicated by
rampant trait covariation. In particular, GT,MR, and longevity
are often strongly correlated along the slow-fast life history
continuum (Jeschke and Kokko 2009). Second, most studies
have been devoted to mammals and birds, two endothermic
groups of amniotes, which calls into question the universality
of the observed patterns and proposed hypotheses. Third,
most studies are also based on few loci (most between one
to six genes, with a few reaching 15 genes). Within a genome,
substitution rates vary extensively due to variation in muta-
tion rate (Wolfe et al. 1989; Ellegren et al. 2003) or selection
pressure (Duret and Mouchiroud 2000) along the chromo-
somes. Estimates of rate variation could be further blurred by
this intragenomic variation, in particular when a small num-
ber of loci are considered. Finally, most studies are based on
mitochondrial genes (though there are exceptions, see
Caccone et al. 2004; Nikolaev et al. 2007; Welch et al. 2008;
Lartillot and Delsuc 2012). The mitochondrial genome has a
very distinct evolutionary dynamic compared with the nu-
clear genome. Because it is maternally inherited, haploid, and
has specific mutational exposure, repair mechanisms and rep-
lication machineries, the mitochondrial genome evolves un-
der a very different effective population size, and at different
mutation and recombination rates. As such, the usage of the
mitochondrial genome as a marker to infer population his-
tories and divergences is debated (Galtier, Nabholz, et al. 2009;
Allio et al. 2017). At the very least, substitution rate variation
observed in the context of the mitochondrial genome should
not be generalized to the nuclear genome. To sum up, the

respective influence of LHT on the nuclear andmitochondrial
substitution rates requires further investigation.

In this study, we used the transition to the subterranean
habitat to disentangle the influence of the replication rate
and the activity of the mitochondrial respiratory chain on the
mitochondrial and nuclear substitution rates. We used the
unique features of the aquatic isopods of the Asellidae family:
within this family, many species have independently become
subterranean, offering an opportunity to study independent
replicates of the same evolutionary transition from surface to
groundwater habitats. This transition triggered an important
modification of the LHT of the underground species, includ-
ing an extension of their lifetime (5–10 times), a delay of
sexual maturity and a decrease in the number of offspring
(Henry 1976). As a response to food scarcity, subterranean
organisms also tend to display low MRs (Hüppop 1987;
Renault et al. 2002). Thanks to recent phylogenetic
(Morvan et al. 2013) and genomic (Francois et al. 2016;
Lef�ebure et al. 2017) studies, the phylogeny of Asellidae is
now well-resolved and many nuclear genes have been se-
quenced for 13 independent surface/subterranean species
pairs. We complemented these nuclear data sets with mito-
chondrial genome assemblies and tested the predictions of
the DNA replication rate andmitochondrial respiratory chain
hypotheses. Namely, if the activity of the mitochondrial re-
spiratory chain is the main driver of change to the substitu-
tion rate, we expect a lower mitochondrial rate in the long-
lived and low-metabolism subterranean species with little to
no variation on the nuclear rate. Conversely, if the DNA rep-
lication rate is a major factor, we this time expect a decrease
of the substitution rate in subterranean species that is of the
same amplitude in the mitochondrial and nuclear genomes.

Results

Nuclear and Mitochondrial Data Set
For 13 pairs of surface and subterranean species, 386 one-to-
one nuclear orthologous gene family alignments were taken
from a previous study (Francois et al. 2016). Four gene families
displaying evidence of contamination were discarded. A phy-
logeny of the 26 species was built with PhyML v3.0 (Guindon
et al. 2010) by using the 382 nuclear genes. Except for two
nodes with values at 97.4% and 98%, all nodes have a boot-
strap value of 100% (supplementary fig. S1, Supplementary
Material online). Nearly complete mitochondrial genomes for
these 13 species pairs were de novo assembled using a com-
bination of genomic and RNA-seq reads. Only the control
region consistently failed to be assembled. The de novo mi-
tochondrial genomes are syntenous and display the same
gene order as the one already described in Asellidae and in
the more distantly related isopod Oniscidea (Kilpert and
Podsiadlowski 2006; Kilpert et al. 2012). Difficulty in assem-
bling the mitochondrial control region in isopods is a well-
known problem that has been interpreted as the result of an
atypical mtDNA composed of linear monomers associated
with circular “head-to-head” dimers (Raimond et al. 1999;
Doublet et al. 2012). Twelve of the 13 mitochondrial protein
coding genes (atp8 was too small to be identified with
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certainty) were identified for each species and their DNA
sequences were concatenated and used to estimate a global
mitochondrial substitution rate.

Effect of the Transition to Subterranean Habitat on
Substitution Rates
For each of the 26 species, we computed a rate of synony-
mous substitution (dS) per unit of time using the Bayesian
software programCoEvol (Lartillot and Poujol 2012) indepen-
dently for the nuclear (382 genes) and for the mitochondrial
concatenations (12 genes, supplementary table S1,
Supplementary Material online). If we ignore selection for
codon usage, a transcriptome-wide dS is expected to give a
good estimate of themutation rate. Correlations between the
rate of molecular evolution and habitat were tested using
PGLS (Phylogenetic Least Square) models. Moreover, inside
each pair of species, we computed the posterior probability of
an increase of the dS in surface species (later names pp) as the
frequency of samples from the CoEvol Monte-Carlo chain
where the surface species has a higher dS than the subterra-
nean species. In the nuclear compartment, the dS was signif-
icantly lower in subterranean species (PGLS, table 1, fig. 1),
with a significant subterranean dS decrease in 10 pairs out of
13 (fig. 1, pp> 0.90). However, in the mitochondrial genome,
we observed no effect of the ecological status on the dS (PGLS,
table 1) with only one pair supporting an increase in dS in the
subterranean species (pp¼ 1), another supporting a decrease
(pp¼ 0), and the remaining 11 pairs showing no significant dS
variation (0.10< pp< 0.90, fig. 1). To quantify the apparent
decoupling between the mitochondrial and nuclear rates, we
estimated the ratio of mitochondrial dS to nuclear dS
(dSmito=dSnucl). Mitochondrial genes undergo a synonymous
substitution rate 15.71 times faster than the nuclear genes
but with some substantial variation across taxa (from 2.5� to
34.9�, supplementary table S2, Supplementary Material on-
line). The variation in dSmito=dSnucl was mostly explained by the
nuclear contribution, with a mitochondrial dS much more
stable than the nuclear dS (coefficient of variation of 8.96%
against 51.67% in the mitochondrial and nuclear genome,
respectively).

Impact of the Colonization Time
The comparative analysis presented in the last section, based
on surface/subterranean independent species pair and using
the present day ecological status in a regression model, im-
plicitly amounts to assuming that the speciation event be-
tween the two species and the ecological transition are
concomitant. However, in reality, speciation might have oc-
curred long before the ecological transition. Some subterra-
nean species have intermediate traits (microphthalmy, partial
depigmentation) suggesting that they colonized the subter-
ranean environment only recently. This timing difference be-
tween sets of pairs can reduce our power to detect a rate
variation induced by the shift to a subterranean habitat. For
any given species, our substitution rate estimate is an average
across the terminal branch of the phylogeny leading to that
species, that is, for a period of time that extends to the last
observed speciation event. If a species became subterranean

recently, relative to this speciation event, and only then
evolved a different rate of substitution, its estimated substi-
tution rate on the whole branch will be marginally influenced
by this late colonization event. Quantitatively, the magnitude
of the observed rate variation will depend directly on the
proportion of time along the terminal branch corresponding
to underground life (hereafter called the relative colonization
time, RCT). This RCT can range from 0 (surface species) to 1
(subterranean species which colonized groundwater when
diverging from the paired surface species). If RCT is small,
the observed rate variation will be small. We estimated RCT
using the pseudogenization of an opsin locus, as described in
Lef�ebure et al. (2017). Concomitantly with the transition to a
subterranean habitat, there is a regression of the ocular sys-
tem that is commonly associated with a loss of function of
the opsin genes (Niemiller et al. 2012). We estimated RCT for
23 out of 26 species for which we were able to assemble an
opsin gene. Briefly, we assume a two-statemodel for the opsin
gene: a surface and a subterranean state. Before the habitat
transition the opsin ratio of nonsynonymous to synonymous
substitution rates (dN=dS) is very low and mainly influenced
by purifying selection. After the habitat transition, the opsin
gene evolves under a neutral process with a dN=dS ratio equal
to one. The estimated opsin dN=dS of a subterranean species
is therefore a weighted mean of these two dN=dS, with
weights depending on the ratio between the colonization
and the speciation time. From this, we can then estimate
the proportion of the RCT and directly test its correlation
with dS.

The estimated values of RCT confirmed that our naive
classification into surface and subterranean species hides a
more complex scenario. Indeed, some species have colonized
the subterranean habitat quickly after speciation whereas
others colonized the subterranean habitat much later on
(e.g., 2.2% and 76.5% of the terminal branch for Proasellus
jaloniacus and Proasellus hercegovinensis, respectively, fig. 1,
supplementary table S1, Supplementary Material online). In
the nuclear genome, we recovered a negative correlation be-
tween dS and RCT (r

2¼ 0.43, table 1, fig. 2). We then tested if
a model with the RCT explained a significantly greater part of
the dS variance than a model with only the binary description
of the habitat. A model comparison with both explanatory
variables to a simpler model with only the binary ecological
status favored the former more complex model (LRT P val-
ue¼ 0.0049, L ratio¼ 7.921). On the other hand, there was
no correlation between the mitochondrial dS and RCT. The
dSmito=dSnucl was significantly correlated to RCT (table 1). On
the basis of RCT, species can be empirically split into three
groups (see supplementary table S1, Supplementary Material
online): 1) the “true surface” species with RCT <1%—these
are the six pigmented and occulated species and, surprisingly,
the subterranean species Proasellus grafi; 2) the “true sub-
terranean” species for which RCT> 10%—these are the
depigmented and anophtalmous species; and 3) the interme-
diate states (1%< RCT< 10%) with partially depigmented
and microphtalmous species. When only using the habitat
status, these intermediate species blur the signal and reduce
the estimated correlation because the contrast between the
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surface and the subterranean species in these pairs is less
strong and is diluted compared with the other pairs.
Indeed, the three species pairs that show an inverse variation
in the nuclear dS (dSsubterranean � dSsurface) each contain at least
one species with this intermediate state (figs. 1 and 2).

RNA/Protein Ratio
Under the hypotheses that the activity of the respiratory
chain directly influences the mutation rate, the MR is
expected to be positively correlated to the mitochondrial
dS. To test this hypothesis, we used the RNA/protein ratio.

FIG. 1. Substitution rate of the nuclear (center) and mitochondrial (right) genomes in 13 Aselloidea species pairs (left) each composed of one
surface species (black circle) and one subterranean species (white circle). The chronogram (left) time scale is arbitrarily defined so that the age of
the root is equal to 1.Whenever an opsin gene could be recovered in a subterranean species, a red star on the chronogram indicates the estimated
colonization time using opsin gene nonfunctionalization. Rates are synonymous substitutions per synonymous site (dS) relative to the root age (ra)
with their 95% credibility interval as estimated by CoEvol. For each pair, percentage indicates the variation of the substitution rate in the
subterranean species relative to the surface species. When this variation has a posterior probability of being different from 0 that is >0.9, the
species pair is highlighted with a dark (rate increase) or light (rate decrease) colored box.

Table 1. Phylogenetic Least Square (PGLS) Regression of Nuclear Synonymous Substitution Rate (dS), Mitochondrial dS, the dS Ratio of the Two
Compartments and the Number of Mitochondrial Synonymous Transversions (TvS) Against the Ecological Status (surface—subterranean), the
Proportion of the Relative Colonization Time (RCT), and the Metabolic Rate (estimated by the RNA/protein ratio).

Dependent Variable Explanatory Variable Slope Sign L ratio P value Pseudo R2 (Coxsnell)

Nuclear dS/ra Ecological status – 5.516 0.019 0.191
RCT – 13.066 3.10–4 0.433
RNA/protein ratio 1 11.413 7.10–4 0.510

Mitochondrial dS/ra Ecological status 1 0.042 0.838 0.002
RCT – 0.337 0.562 0.015
RNA/protein ratio – 0.771 0.380 0.047

dSmito
=dSnucl ratio Ecological status 1 2.733 0.098 0.100

RCT 1 8.498 0.004 0.309
RNA/protein ratio – 9.258 0.002 0.439

Mitochondrial TvS Ecological status 1 0.037 0.847 0.001
RCT – 0.023 0.881 0.001
RNA/protein ratio – 0.342 0.559 0.021

NOTE.—Each line corresponds to one likelihood ratio test between the models with and without the given explanatory variable.
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This ratio is a good proxy of the number of active ribosomes
per synthesized protein (Cox 2003; Karpinets et al. 2006) and
when measured at the organism level it reflects the overall
speed at which proteins are renewed. A positive correlation
between the RNA/protein and growth rate has been ob-
served in unicellular organisms (Neidhardt and Magasanik
1960; Leick 1968; Cox 2003; Karpinets et al. 2006), in rotifers
(Wojewodzic et al. 2011), cephalopods (Houlihan et al. 1990;
Pierce et al. 1999), ray-finned fish (Mathers et al. 1992;
Peragon et al. 2001), copepoda (Wagner et al. 2001), cladocera
(McKEE and Knowles 1987), and even in plants (Xing et al.
2016). Though different from the more commonly used rest-
ing oxygen consumption per gram of tissue, this ratio should
also be positively correlated with the MR. For example, in-
duced hypermetabolism in mammals is associated with a
higher RNA/protein ratio (Tata et al. 1962, 1963). That said,
the exact relationship between the RNA/protein ratio, growth
rate andMR have yet to be thoroughly tested in Isopods. The
RNA/protein ratio was found to be lower in subterranean
species (fig. 3, PGLS P-value¼ 0.03). However, no significant
correlation was found between this ratio and the mitochon-
drial dS (fig. 3, table 1, PGLS test). On the other hand, the
RNA/protein ratio was positively correlated with the nuclear
dS and negatively with the dSmito

=dSnucl ratio (PGLS test,
table 1).

Confounding Factors and Analytical Bias
Translational Selection
Subterranean species have smaller long-term effective popu-
lation sizes (Lef�ebure et al. 2017). While effective population
size does not impact the rate of neutral substitution, it can
theoretically impact the dS. Indeed, effective population size
affects the efficacy of selection, including translational

selection on codon usage, which in turn has an impact on
the synonymous rate (Duret andMouchiroud 1999). For that
reason, differences in effective population size might differen-
tially impact the dS of subterranean and surface species
(Chamary et al. 2006). For each data set, we checked for a
change in the intensity of translational selection by comput-
ing for each codon the difference in the relative synonymous
codon usage (DRSCU) between the 10% most highly
expressed and the 10% most lowly expressed nuclear genes
(supplementary table S3, Supplementary Material online). If
translational selection is strong, the most highly expressed
genes should have a higher frequency of optimal codons
(i.e., codons corresponding to the most frequent tRNA).
We considered that codons with high and positive DRSCU
(>0.05) are the optimal codons. Because there are only 13
protein-coding mitochondrial genes, RSCU computation is
not reliable for mitochondrial genes. As a substitute, we com-
puted the ENC, the effective number of codons (ENC; Wright
1990). This number varies between 20 (indicating that only a
single codon is used for each amino acid) and 61 (indicating
that all synonymous codons are used with equal frequency
for any one amino-acid). It should be noted that ENC does
not directly detect translational selection, however, it is
expected to reflect a codon usage bias that can be linked
to translational selection. For the nuclear genes, despite a
slight trend for an excess of optimal codons in surface
than in subterranean species it was not significant (PGLS,
P-value¼ 0.18). Nonetheless this trend cannot explain the
observed pattern, as stronger translational selection in surface
species should reduce their dS not increase it. For the mito-
chondrial genes, ENC ranges between 43 and 55, except for
Bragasellus peltatus which has an ENC of 38 (supplementary
table S1, Supplementary Material online). These values are

FIG. 2. Relationship between synonymous substitution rate relative to the root age (dS/ra) and the proportion of the terminal branch that is
subterranean (RCT), for the nuclear (left) and mitochondrial (right) genomes. Subterranean species are depicted with white circles and surface
species with black circles. The two species of one pair are linked with a black line. Different gray levels indicate species for which the subterranean
lifestyle represents <1% of the terminal branch (left) or >10% of the terminal branch (right).

Saclier et al. . doi:10.1093/molbev/msy184 MBE

2904

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/m

be/article-abstract/35/12/2900/5106169 by U
C

BL scd lyon1 sciences user on 22 M
ay 2019



high (Wright 1990), indicating that there is a weak mitochon-
drial codon usage bias. Moreover, ENC scores are not corre-
lated with the species habitat (PGLS, P-value¼ 0.38).
Altogether, there is no evidence that selection on synony-
mous codon usage is biasing the estimated nuclear and mi-
tochondrial dS.

Ultraviolet (UV) Radiation
The complete absence of UV radiation in subterranean hab-
itats could impact the mutation rate, independently of LHTs
variation. UV radiation causes photo-excitation between py-
rimidine dimers, which twists the DNA molecule. DNA and
RNA polymerases cannot transcribe/copy the damaged bases
and instead replace them by two thymine bases (Brash 2015).
Thus, any variation in the mutation rate caused by different
UV exposures will be accompanied by a concomitant varia-
tion in the frequency of the CpT, TpC, CpC, or TpT dinucleo-
tides. To detect a bias in dinucleotide composition, we
computed the Zscore score statistic proposed by Palmeira
et al. (2006). Briefly, this method computes the excess of
each dinucleotide in synonymous positions compared with
a neutral model based on nucleotide frequencies. We
detected no difference in the composition in the four pyrim-
idine dinucleotides between the surface and subterranean
species (fig. 4, Wilcoxon, P-value >0.05), suggesting that the
absence of UV in subterranean habitat is not the factor re-
ducing the subterranean nuclear dS.

Saturation
As mitochondrial genomes evolve faster than nuclear
genomes, our estimate of the mitochondrial substitution
rate is more prone to be biased by saturation (multiple sub-
stitutions at certain nucleotide positions). Stronger saturation
in the mitochondrial genome could potentially mask

variation in dS that would otherwise be observable in a non-
saturated data-set like the nuclear one. In other words, the
observed decoupling between the nuclear and mitochondrial
dS may be the consequence of saturation of the mitochon-
drial rate. To estimate the level of saturation, we compared
the observed divergence (number of differences observed be-
tween two sequences) to the patristic divergence along the
phylogenetic tree, estimated using a complex model of evo-
lution (GTRþGþ I model). The latter estimate of diver-
gence will at least partially compensate for the effect of
saturation whereas the former will not (Philippe and
Forterre 1999). While mitochondrial third position transitions
are quickly saturated, this is not the case for the third position
transversions, which vary linearly with the distance between
species (supplementary fig. S3, Supplementary Material on-
line). Consequently, to test if saturation hides mitochondrial
rate variation, we used the synonymous transversions. As
seen with the dS, the number of mitochondrial synonymous
transversions is not correlated with habitat status nor with
colonization time (table 1).

Statistical Power
The number of analyzed mitochondrial genes is much lower
than the number of nuclear genes (12 vs. 382). The observed
lack of mitochondrial rate variation could therefore be the
result of a reduced power in the mitochondrial case. By con-
sidering only synonymous transversions, this difference in
data size is even more pronounced. To test if differences in
data size alone might explain the observed differences be-
tween the nuclear and mitochondrial genomes, we per-
formed 1,000 resamplings of 26,566 codons in the nuclear
alignment to obtain the same number of substitutions in
the two compartments (on average 504 synonymous trans-
versions on a terminal branch). We then computed themean

FIG. 3. Relationship between synonymous substitution rate relative to root age (dS/ra) and the RNA/protein ratio for the nuclear (left) and
mitochondrial (right) genomes. Subterranean species are depicted with white circles and surface species with black circles. The two species of one
pair are linked with a black line. The dotted line indicates the linear regression estimated using a PGLS.
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synonymous transversion contrast S ¼ 1
13

P13
i¼1

�

log
TvSsurface i

TvSsubterraneani

� �� �
� for each nuclear sample and for the con-

catenation of mitochondrial genes, so as to estimate the
probability that the mitochondrial genes behave like a sub-
sample of the nuclear genes. This resampling shows that,
despite a strong reduction in data size, surface species still
display a higher rate of nuclear molecular evolution than
subterranean species (Smean¼ 0.253, 95% CI¼ 0.251–0.254,
fig. 5). The mitochondrial contrast is marginally negative
and outside the nuclear distribution (S¼ –0.04). Thus, the
absence of rate variation in the mitochondrial genome is not
linked to a reduced statistical power.

Discussion

Reconsideration of the Main Hypotheses
Subterranean isopod species evolved a lower nuclear substi-
tution rate but kept a steady mitochondrial rate. This obser-
vation does not correspond to any of the predictions borne
out of the two main bodies of hypotheses proposed in the
literature, namely those linked to the rate of duplication and
those linked to the activity of the respiratory chain, at least in
their commonly accepted forms. The two hypotheses linked
to the activity of the respiratory chain are based on the idea
that the ROS production influences the rate of mutation.
Because ROS are produced in the mitochondria, these two
hypotheses would both imply a more pronounced decrease
in dS in the mitochondrial genome than in the nuclear ge-
nome. Under the rate of duplication hypothesis one would
expect a decrease in dS in subterranean species relative to
surface species of the same magnitude in the two genomic
compartments. We saw no correlation between the RNA/
protein ratio—a proxy for MR—and the mitochondrial dS.
These results are robust to the effect of different colonization

timings, to potential confounding factors (differences in co-
don usage bias and UV exposure) and to methodological bias
(differences in the level of saturation and data size).
Surprisingly, whereas the RNA/protein ratio is not correlated
with the mitochondrial dS, it is strongly correlated with the
nuclear dS. Although this method needs further testing to be
apply to these isopods, absence of correlation for the mito-
chondrial dS is in accordance with previous studies, which
found no correlation between MR and mitochondrial substi-
tution rate (Lanfear et al. 2007). A direct impact of theMR on
the nuclear genome but not on the mitochondrial one is
highly unlikely because the mutagenic agents, here the ROS,
are produced in the mitochondria and should impact it first.
As the MR is often strongly correlated to GT (Martin and
Palumbi 1993), the correlation between RNA/protein ratio
and the nuclear dS suggests that the GT—rather than the
MR—does indeed impact the rate of substitution but that it
does so only in the nuclear genome. In addition, it supports
the view that the activity of the respiratory chain, either di-
rectly through the production of ROS and indirectly through
longevity, has little to no impact on either the mitochondrial
or the nuclear substitution rates. These results are in accor-
dance with a previous study which showed that mutations
due to ROS are negligible compared with other sources of
mutation such as errors of the c polymerase (Larsson 2010).

Decoupling of the Two Genomes by Independent
Replication Cycles
Contrary to the predictions raised by earlier hypotheses, mi-
tochondrial dS does not appear to be impacted by the same
factors that impact nuclear dS. We found that the dSmito=dSnucl
ratio varies extensively across species, showing an increase in
subterranean species. This result is not a byproduct of satu-
ration, a lack of statistical power, or other confounding factors
(UV and translational selection). Allio et al. (2017) also
reported extensive ratio of mitochondrial to nuclear muta-
tion rate variation among animal phyla, with a major shift
between nonvertebrates and vertebrates (�6 vs.�20, respec-
tively). However, our results point to a variation in dSmito=dSnucl
over a much smaller phylogenetic scale. We observed sub-
stantial variation across species (3.3–40.3) of the same mag-
nitude as that reported by Allio et al. (2017) across phyla
(supplementary table S2, Supplementary Material online).
Instead of different dSmito

=dSnucl per phyla, we propose that
there is a complete and permanent decoupling of the mito-
chondrial and nuclear rates across all taxa. In our data set, but
also in Allio et al.’s data, the mitochondrial rate varied very
little. Therefore, decoupling in these two data sets is appar-
ently controlled by variation in the nuclear rate alone, which
we suggest is driven by a GT effect.

To accommodate this observation, we propose a model in
which the nuclear and mitochondrial dS are decoupled, fun-
damentally because these two genomes have independent
replication cycles. Available data in Asellidae (Henry 1976)
indicate a general lengthening of all stages across the life cycle
(lengthening of the embryonic stages, puberty postpone-
ment, and increased lifespan) in subterranean species. On
the basis of the principle that most mutations occur during

FIG. 4. Delta Zscore (Zscoresurface � Zscoresubterranean ) for the four dinucleotide
combinations sensitive to UV rays. The Zscore (Palmeira et al. 2006)
computes the excess of each dinucleotide in synonymous positions
compared with a neutral model based on nucleotide frequencies. If
the absence of UV exposure in subterranean habitat had a direct
influence on themutation rate, wewould observe positive delta Zscore.
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genome replication (Gangloff et al. 2017), we can then assume
that a lengthening of the GT leads to a decrease in the cell
duplication rate, inducing a decrease in the nuclear substitu-
tion rate. If the mitochondrial replication rate does not
change accordingly, then this could explain why GT as not
effect on the mitochondrial substitution rate. We propose
that the number of nuclear genome replication per unit of
time reduces in the subterranean species as a by-product of a
longer GT, but that the number of mitochondrial genome
replication per unit of time is stable. In other words, the rate
of mitochondrial replication does not seem to be correlated
to the rate of germ stem cell mitosis in these species.

Gametogenesis May Control Rate Decoupling
The differential impact of LHT on the twometazoan genomic
compartments was unexpected and, to the best of our
knowledge, has not been explicitly described in previous stud-
ies. Thus far, most studies have tested only small numbers of
nuclear genes and were almost exclusively devoted to the
study of mammals or birds. These two endothermic taxa
present particularities in their gametogenesis. In these organ-
isms, primary oocytes are formed during embryonic develop-
ment where they beginmeiosis and are stopped in prophase I.
Then, oocytes stay in a quiescent state until just before ovu-
lation. Over this time, mitochondria replicate very little or not
at all (de Paula et al. 2013), imposing a synchronization of
replication of the mitochondrial and nuclear genomes. If the
rate of mutation is mainly governed by the rate of genome
replication, and even if the nuclear and mitochondrial repli-
cation rates are independent, the observed coupling between
the two rates in mammals and birds could be a result of this
imposed gametic synchronization. In contrast, in arthropods,

gametogenesis is continuous: primitive germ cells (germ stem
cells) undergo mitosis during the entire life of the organism,
and a small fraction of these stem cells periodically com-
mence meiosis (Charniaux-Cotton 1973). As such, gameto-
genesis does not impose replication synchronization, allowing
a complete uncoupling of the mitochondrial and nuclear mu-
tation rates in arthropods. It should be noted that spermato-
genesis in mammals is similar to arthropod gametogenesis.
However, as mitochondria transmission is strictly maternal,
this should not influence the mitochondrial mutation rate.

Aging and Mutation Rate
The absence of any influence of the activity of the respiratory
chain, whether direct (MR hypothesis) or indirect (longevity
hypothesis), on themitochondrial dS suggests thatmitochon-
drial metabolism has little influence on the germline muta-
tion rate. These results are in accordance with the point of
view that the mitochondrial theory of aging implies an over-
simplistic link between MR, ROS production and mutation
(Lapointe and Hekimi 2010). Indeed, the absence of an influ-
ence of the activity of the respiratory chain on the germline
mutation rate can be explained by two nonexclusive hypoth-
eses. First, an increased longevity is not necessarily accompa-
nied by better ROS management. Indeed, Jobson et al. (2010)
showed no consistent variation in dN=dS in genes linked to
oxidative stress in long-lived mammals. On the other hand,
they found a lower dN=dS in genes coding for lipid compo-
sition of cellular membrane. Membrane fatty acid composi-
tion modulates the resistance to oxidative damage. Thus, a
strategy to increase possible lifespan may not be to reduce
ROS production and damage, but instead, to improve tissue
resistance. This strategy would have no impact on the rate of

FIG. 5. Testing if the observed uncoupling between the nuclear and mitochondrial rates is due to a data-set size difference by subsampling the

nuclear data-set. The statistic S ¼ 1
13

P13
i¼1 log

TvSsurface i
TvSsubterranean i

� �� �h i
was computed on 1,000 resampling of 26,566 codons of the nuclear alignment (in

white) and on the mitochondrial alignment (black line). TvSsurfacei is the number of synonymous transversions estimated on the terminal branch

leading to the surface species in the pair i and TvSsubterraneani is the analogous estimates in the subterranean species of the pair.
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molecular evolution and may explain the absence of a corre-
lation between the RNA/protein ratio and the mitochondrial
dS. This is particularly likely as the impact of ROS on the
mitochondrial mutation rate seems to be marginal (Larsson
2010). Second, a differential impact of ROS in somatic cells
between long- and short-lived species does not necessarily
mean that this difference exists in germinal cells. The longev-
ity hypothesis is based on the mitochondrial theory of aging.
This theory proposes that ROS produced by metabolic activ-
ity over the life of an organism would cause mutations in the
mitochondrial genome, whichwould then lead to a senescent
phenotype. The longevity hypothesis makes the assumption
that these mechanisms are ubiquitous, namely that the se-
lective pressure to decrease the somatic mutation rate leads
to an overall decrease in the germinal mutation rate.
However, the activity of the respiratory chain is lower in ger-
minal cells than in somatic cells (de Paula et al. 2013), and
thus germinal cells have less ROS exposure. It is therefore
possible that the mechanism in place in somatic cells to re-
duce the impact of ROS is not active in the germline. Thus,
the somatic mutation rate can be decoupled from the ger-
minal mutation rate and respond differently to LHT variation.
Altogether, we propose that ROS have only a limited influ-
ence on the substitution rate.

Conclusion
We have showed that in isopods, increased GT in subterra-
nean species is correlated with decreased nuclear substitution
rate but that neither the activity of the respiratory chain nor
the GT or longevity influenced the mitochondrial substitu-
tion rate.We propose that this complete decoupling between
the nuclear and mitochondrial rate is linked to the fact that
these two compartments are not subjected to the same rep-
lication schedule during development. Most prior studies
have been based on few genes, rarely nuclear, and have
been biased toward mammals and birds which have peculiar
gametogenesis and metabolism. The hypotheses that were
developed from these studies (namely the GT, MR, and lon-
gevity hypotheses) fit poorly with our observations, which
puts their universality into question. We suggest that the
rate of substitution is mainly controlled by the number of
duplications until fertilization per unit of time which will de-
pend on the type of gametogenesis, the organelle and the GT.

Materials and Methods

Data Acquisition
Nuclear Genes
Three hundred and eighty six one-to-one orthologous nuclear
genes from 13 species pairs (sensu Felsenstein 2004) were
retrieved from a study by Francois et al. (2016) (http://dx.
doi.org/10.5281/zenodo.53830; last accessed October 06,
2018). This data set was built using de novo assembled tran-
scriptomes (ENA project PRJEB14193) followed by gene fam-
ily definition and ortholog sequence extraction using a tree
pattern (Dufayard et al. 2005). Four genes presenting suspi-
cious gene tree topologies or branch lengths were filtered out

to avoid potential contaminants (FAM000151_1,
FAM000919_1, FAM000990_2, FAM003078_1).

Mitochondrial Genes
Mitochondrial genes were not present amongst the 382 genes
obtained above. Indeed, owing to a different genetic code in
invertebratemitochondria, mitochondrial ORFs were system-
atically missed by the ORF caller (Transdecoder) used by
Francois et al. (2016). We reconstructed mitochondrial
genomes using both the de novo transcriptome assemblies
from Francois et al. (2016) and low coverage genome se-
quencing reads available for 22 species from Lef�ebure et al.
(2017). Since mitochondrial genomes are present in multiple
copies per cell, a very low sequencing effort is sufficient to
yield a high coverage for mitochondrial sequences. Using the
DNA-seq reads, mitogenomes were assembled with
MITObim (Hahn et al. 2013) using the COI gene as a seed
to build the completemitogenome. For the four species with-
out DNA-seq reads (P. ebrensis, P. cantabricus, P. ortizi, and P.
graffi), large mitochondrial contigs were built with MITObim
by using RNA-seq reads and the mitochondrial genes from
the closest possible species (taken from the previous 22 spe-
cies with assembled mitogenomes) as seeds. The mitochon-
drial genome from this closest species was used as a reference
to map the RNA contigs and to assemble complete mitoge-
nomes. Mitochondrial genomes were annotated using the
MITOS web server (Bernt et al. 2013, supplementary fig. S2,
Supplementary Material online). We recovered 12 mitochon-
drial protein-coding genes (cytb, cox1, cox2, cox3, atp6, nad1,
nad2, nad3, nad4, nad4l, nad5, nad6) for each of the 26 spe-
cies. Because of its short size, atp8was difficult to identify and
delimit, and was thus not included in subsequent analyses.
Mitochondrial genes were aligned with PRANK (Löytynoja
and Goldman 2008) and sites ambiguously aligned were re-
moved with Gblocks (Castresana 2000). The 382 nuclear and
12 mitochondrial gene alignments used in this study have
been deposited on Zenodo (https://doi.org/10.5281/zenodo.
1409532; last accessed October 06, 2018).

Rate of Molecular Evolution
We used the synonymous substitution rate (dS) as a proxy for
the mutation rate. Genes were concatenated independently
for the nuclear and the mitochondrial compartment.
Phylogenetic tree was built with the 382 nuclear genes with
PhyML v3.0 (Guindon et al. 2010) under a GTRþGþ I
model with 500 bootstrap replicates and was rooted using
the Bragasellus lineage as an outgroup. Synonymous substi-
tution rates per unit of time were estimated using CoEvol
(Lartillot and Poujol 2012). This software program imple-
ments a Muse and Gaut codon model (Muse and Gaut
1994), with Brownian variation in dS and omega¼ dN=dS
along the tree. Bayesian inference and reconstruction of the
history of variation in dS and dN=dS along the tree is con-
ducted by Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Two inde-
pendent chains were run, andwere stopped after checking for
convergence by eye and with the tracecomp program in-
cluded in the Coevol package (effective sample size> 300
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and discrepancy between chains< 0.1 for all statistics).
Chains were stopped after 29,713 generations (burn-in ex-
cluded) for mitochondrial genomes, and 4,001 generations
(burn-in excluded) for nuclear genomes. The age of the
root was arbitrarily set to 1, resulting in synonymous substi-
tution rate estimates that are relative to the root age (dS/ra).
The 26 assembled mitogenomes were deposited to the ENA
under the accession number from ERZ724045 to ERZ724070.

Colonization Time
The relative colonization time (RCT), which is the proportion
of the branch corresponding to a subterranean lifestyle was
estimated using the nonfunctionalization of the opsin I gene
locus as in Lef�ebure et al. (2017). Assuming a two-state model
of evolution with one surface opsin dN=dS estimated
using opsins from surface species, and one subterranean opsin
dN=dS equal to 1, we estimated the colonization time (t) as a
function of the speciation time (T) and the estimated opsin
dN=dS measured on a given branch leading to a subterranean
species (supplementary table S1, Supplementary Material
online):

RCT ¼ t

T
¼ dN=dSsubterranean � dN=dSsurface

1� dN=dSsurface

dN/dS was estimated using the CodeML program in the PAML
package (Yang 2007). dN=dSsurface was computed using the
mean of opsin dN=dS of the six oculated and pigmented
species (P. ibericus, P. beticus, P. meridianus, P. coxalis, P. coif-
faiti, and P. karamani). We retrieved opsin sequences for 19
species from Lef�ebure et al. (2017) and complemented this
data set with four additional species (P. ebrensis, P. cantabri-
cus, P. ortizi, and P. graffi), using a combination of Sanger
sequencing, transcriptome assemblies and genome sequenc-
ing reads. In accordance with Lef�ebure et al. (2017), this opsin
locus was not found in the two species of the genus
Bragasellus and in one Proasellus subterranean species
(P. parvulus). The opsin alignment used in this study has
been deposited on Zenodo (https://doi.org/10.5281/zenodo.
1409532).

RNA/Protein Ratio
As in Lef�ebure et al. (2017), we used the RNA/protein ratio as
a proxy forMR. For 16 species, we recovered the RNA/protein
ratio from Lef�ebure et al. (2017). Briefly, for 10 individuals per
species, total RNA and proteins were extracted with a TRI-
Reagent protocol (Molecular Research Center). Total RNA
was quantified by fluorimetry (Qubit; Life technologies) and
total protein were obtained using the Bicinchoninic acid assay
(Smith et al. 1985). The RNA/protein ratio was then esti-
mated by the total RNA normalized by the total protein
biomass (supplementary table S1, Supplementary Material
online).

Confounding Factors and Analytical Bias
Synonymous Codon Usage
The RSCU corresponds to the number of times a given codon
is observed, relative to the number of times this codon would

be observed under a uniform synonymous codon usage (i.e.,
with all the codons for a given amino-acid having the same
probability). Optimal codons are defined by a higher RSCU
value in highly expressed transcripts (Duret and Mouchiroud
1999). Thus, optimal codons were identified by subtracting,
for each codon, the RSCU averaged over the 10% transcripts
having the lowest expression level to the RSCU averaged over
the 10% most highly expressed transcripts. Expression of each
contig was estimated with RSEM (Li and Dewey 2011). The
10%most highly expressed and the 10%most lowly expressed
contigs were selected based on TPM (transcript per million)
estimates (Li et al. 2010; Wagner et al. 2012). RSCU indices
were calculated using the seqinR R package (Charif and Lobry
2007). The ENC was computed for each species on the con-
catenation of the 12 mitochondrial genes with the vhica R
package (Wallau et al. 2016).

UV Radiation
To test if UV radiation affects the rate of molecular evolution
of surface species, we estimated dinucleotide frequencies us-
ing the Zscore statistic proposed by Palmeira et al. (2006) in the
seqinR package (Charif and Lobry 2007). We computed this
statistic on the concatenation of the 382 nuclear genes under
a “syncodon” model with 1,000 permutations (supplemen-
tary table S4, Supplementary Material online). This method
considers the nucleotide frequency and the codon structure.
Because changes in the second position of the codon are
never synonymous, only changes in dinucleotides in the first
and the third position of the codon are taken into account.
Thus, this method produces results similar to what would be
measured in neutrally evolving regions.

Saturation and Power
To reduce the influence of saturation on dS estimates, we
computed synonymous transversions with the Bioþþ suite
(Dutheil and Boussau 2008). A nonhomogenous model
(NY68 model) model was first applied to the mitochondrial
alignment with BppML and then the MapNH program
(Version 1.1.1) of the TestNH package (Gu�eguen and Duret
2018) was used to reconstruct the ancestral states and to
estimate the number of synonymous transversions on each
branch (supplementary table S5, Supplementary Material on-
line). The relation between synonymous transversion number
and ecology, colonization time and RNA/protein ratio was
tested with a PGLS.

Comparative Analyses
Correlations between the rate of molecular evolution and
habitat, RCT and RNA/protein ratio were tested by a
Phylogenetic Generalised Least Squares (PGLS, Martins and
Hansen 1997). Tests were performed by using the nlme
(Pinheiro et al. 2014) and ape packages (Paradis et al. 2004)
in R (R Core Team 2014). The output chronogram built by
CoEvol on the 382 nuclear genes was used to correct for
phylogenetic inertia. Second, for each pair composed of a
surface and a subterranean species, and based on the output
of Coevol, we computed the posterior probability of an
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increase of the dS in surface species as the percentage of point
of the Monte-Carlo chain where the surface species has a
higher dS than the subterranean species.

Supplementary Material
Supplementary data are available at Molecular Biology and
Evolution online.
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Crustac�es sup�erieurs. Ann Biol Anim Biochim Biophys. 13:21–37.

Cox RA. 2003. Correlation of the rate of protein synthesis and the third
power of the RNA: protein ratio in Escherichia coli and
Mycobacterium tuberculosis. Microbiology 149(Pt 3):729–737.

Doublet V, Raimond R, Grandjean F, Lafitte A, Souty-Grosset C, Marcad�e
I. 2012. Widespread atypical mitochondrial DNA structure in iso-
pods (Crustacea, Peracarida) related to a constitutive heteroplasmy
in terrestrial species. Genome 55(3):234–244.

Dufayard JF, Duret L, Penel S, Gouy M, Rechenmann F, Perrière G. 2005.
Tree pattern matching in phylogenetic trees: automatic search for
orthologs or paralogs in homologous gene sequence databases.
Bioinformatics 21(11):2596–2603.

Duret L, Mouchiroud D. 1999. Expression pattern and, surprisingly, gene
length shape codon usage in Caenorhabditis, Drosophila, and
Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci U S A. 96(8):4482–4487.

Duret L, Mouchiroud D. 2000. Determinants of substitution rates in
mammalian genes: expression pattern affects selection intensity
but not mutation rate. Mol Biol Evol. 17(1):68–070.

Dutheil J, Boussau B. 2008. Non-homogeneous models of sequence evo-
lution in theBioþþ suiteof libraries andprograms.BMCEvol Biol. 8:1.

Ellegren H, Smith NG, Webster MT. 2003. Mutation rate variation in the
mammalian genome. Curr Opin Genet Dev. 13(6):562–568.

Felsenstein J. 2004. Inferring phylogenies, volume 2. Sunderland (MA):
Sinauer Associates.

Francois CM, Mermillod-Blondin F, Malard F, Fourel F, L�ecuyer C,
Douady CJ, Simon L. 2016. Trophic ecology of groundwater species
reveals specialization in a low-productivity environment. Funct Ecol.
30(2):262–273.

Galtier N, Jobson RW, et al. 2009. Mitochondrial whims: metabolic rate,
longevity and the rate of molecular evolution. Biol Lett 5(3):413–6.

Galtier N, Nabholz B, et al. 2009. Mitochondrial DNA as a marker of
molecular diversity: a reappraisal. Mol Ecol. 18(22):4541–4550.

Gangloff S, Achaz G, Francesconi S, Villain A, Miled S, Denis C, Arcangioli
B. 2017. Quiescence unveils a novel mutational force in fission yeast.
eLife 6:e27469.

Gillooly JF, Allen AP, West GB, Brown JH. 2005. The rate of DNA evolu-
tion: effects of body size and temperature on the molecular clock.
Proc Natl Acad Sci U S A. 102(1):140–145.

Gu�eguen L, Duret L. 2018. Unbiased estimate of synonymous and non-
synonymous substitution rates with nonstationary base composi-
tion. Mol Biol Evol. 35(3):734–742.

Guindon S, Dufayard JF, Lefort V, Anisimova M, Hordijk W, Gascuel O.
2010. New algorithms and methods to estimate maximum-
likelihood phylogenies: assessing the performance of PhyML 3.0.
Syst Biol. 59(3):307–321.

Hahn C, Bachmann L, Chevreux B. 2013. Reconstructing mitochondrial
genomes directly from genomic next-generation sequencing
reads—a baiting and iterative mapping approach. Nucleic Acids
Res. 41(13):e129.

Henry JPA. 1976. Recherches sur les Asellidae hypog�es de la lign�ee cav-
aticus: Crustacea, Isopoda, Asellota. [s.n.]. [S.l.].

Houlihan DF, McMillan DN, Agnisola C, Genoino IT, Foti L. 1990. Protein
synthesis and growth in Octopus vulgaris.Mar Biol. 106(2):251–259.
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Löytynoja A, Goldman N. 2008. Phylogeny-aware gap placement pre-
vents errors in sequence alignment and evolutionary analysis. Science
320(5883):1632–1635.

Martin AP, Naylor GJP, Palumbi SR. 1992. Rates of mitochondrial DNA
evolution in sharks are slow compared with mammals. Nature
357(6374):153.

Martin AP, Palumbi SR. 1993. Body size, metabolic rate, generation time,
and the molecular clock. Proc Natl Acad Sci U S A. 90(9):4087–4091.

Martins EP, Hansen TF. 1997. Phylogenies and the comparative method:
a general approach to incorporating phylogenetic information into
the analysis of interspecific data. Am Nat. 149(4):646–667.

Mathers EM, Houlihan DF, CunninghamMJ. 1992. Nucleic acid concen-
trations and enzyme activities as correlates of growth rate of the
saithe Pollachius virens: growth-rate estimates of open-sea fish. Mar
Biol. 112(3):363–369.

McKEE MJ, Knowles CO. 1987. Levels of protein, RNA, DNA, glycogen
and lipid during growth and development of Daphnia magna Straus
(Crustacea: cladocera). Freshw Biol. 18(2):341–351.

Mooers AO, Harvey PH. 1994. Metabolic rate, generation time, and the
rate of molecular evolution in birds. Mol Phylogenet Evol.
3(4):344–350.

Morvan C,Malard F, Paradis E, Lef�ebure T, Konecny-Dupr�e L, Douady CJ.
2013. Timetree of aselloidea reveals species diversification dynamics
in groundwater. Syst Biol. 62(4):512–522.

Muse SV, Gaut BS. 1994. A likelihood approach for comparing synony-
mous and nonsynonymous nucleotide substitution rates, with ap-
plication to the chloroplast genome. Mol Biol Evol. 11(5):715–724.

Nabholz B, Gl�emin S, Galtier N. 2008. Strong variations of mitochondrial
mutation rate across mammals—the longevity hypothesis.Mol Biol
Evol. 25(1):120–130.

Neidhardt FC, Magasanik B. 1960. Studies on the role of ribonucleic acid
in the growth of bacteria. Biochim Biophys Acta. 42:99–116.

Niemiller ML, Near TJ, Fitzpatrick BM. 2012. Delimiting species using
multilocus data: diagnosing cryptic diversity in the Southern
Cavefish, Typhlichthys Subterraneus (teleostei: Amblyopsidae).
Evolution 66(3):846–866.

Nikolaev SI, Montoya-Burgos JI, Popadin K, Parand L, Margulies EH, et al.
2007. Life-history traits drive the evolutionary rates of mammalian
coding and noncoding genomic elements. Proc Natl Acad Sci U S A.
104(51):20443–20448.

Ohta T. 1993. An examination of the generation-time effect on molec-
ular evolution. Proc Natl Acad Sci U S A. 90(22):10676–10680.

Palmeira L, Gu�eguen L, Lobry JR. 2006. UV-targeted dinucleotides are not
depleted in light-exposed prokaryotic genomes. Mol Biol Evol.
23(11):2214–2219.

Paradis E, Claude J, Strimmer K. 2004. APE: analyses of phylogenetics and
evolution in R language. Bioinformatics 20(2):289–290.

de Paula WBM, Lucas CH, Agip A-NA, Vizcay-Barrena G, Allen JF. 2013.
Energy, ageing, fidelity and sex: oocyte mitochondrial DNA as a
protected genetic template. Philos Trans R Soc B.
368(1622):20120263.

Peragon J, Barroso JB, Garcia-Salguero L, de la Higuera M, Lupianez JA.
2001. Growth, protein-turnover rates and nucleic-acid concentra-
tions in the whitemuscle of rainbow trout during development. Int J
Biochem Cell Biol. 33(12):1227–1238.

Philippe H, Forterre P. 1999. The rooting of the universal tree of life is not
reliable. J Mol Evol. 49(4):509–523.

Pierce GJ, Key LN, Boyle PR, Siegert KJ, Gonçalves JM, Porteiro FM,
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Bedrock radioactivity influences the rate and spectrum of mutation.

Abstract

All organisms on Earth are exposed to low doses of natural radioactivity but some habitats
are more radioactive than others. Yet, documenting the influence of natural radioactivity
on the evolution of biodiversity is challenging. Here, we addressed whether organisms
living in naturally more radioactive habitats accumulate more mutations across genera-�

tions using 14 species of waterlice living in subterranean habitats with contrasted levels
of radioactivity. We found that the mitochondrial and nuclear mutation rates across a
waterlouse species’ genome increased on average by 60 and 30%, respectively, when ra-
dioactivity increased by a factor of three. We also found a positive correlation between the
level of radioactivity and the probability of G to T (and complementary C to A) mutations, a��

hallmark of oxidative stress. We conclude that even low doses of natural bedrock radioac-
tivity influence the mutation rate through the likely accumulation of oxidative damage, in
particular in the mitochondrial genome.

Introduction

Natural radioactivity is the main natural source of exposure to ionizing radiations on Earth.��

Natural radioactivity is generated by cosmic radiation or by radionuclides released from the
bedrock. While levels of cosmic radiation fluctuates over time due to cosmic events such as
supernovae or solar flares, bedrock radioactivity remained mainly stable until 2 billion years
ago, when it began to slowly decrease (Karam and Leslie, 2005). Bedrock radioactivity depends
on the nature of the rocks which extensively varies spatially (e.g Ielsch et al., 2017). While few��

extremely naturally radioactive sites such as the India Kerala and Iranian Ramsar region have
been monitored for their impact on the human mutation rate (Forster et al., 2002; Masoomi
et al., 2006) or on plant physiology (Saghirzadeh et al., 2008), the influence of regional variation
in baseline natural radioactivity on the evolution of biodiversity is still unknown (Møller and
Mousseau, 2012).��

Natural radioactivity can modify the rate of molecular evolution by increasing the rate of
mutations. Ionizing radiations can damage DNA directly by breaking the DNA sugar-phosphate
backbone, or indirectly by the radiolysis of water in cells which results in the production of
reactive oxygen species (ROS), which are mutagenic. These impacts have been well character-
ized after exposure to high doses of radioactivity (Dubrova et al., 1996; Ziegler et al., 1993)��

but the multi-generational impact of exposure to low doses of radioactivity is poorly known.
Some authors (Tubiana et al., 2006, 2009) propose that DNA repair may completely counteract
the effect of ionizing radiations for doses below 0.1 Gy, suggesting that low doses have no bio-
logical impact. However, in vitro exposure to very low dose of ionizing radiation increases the
mutation rate of mammalian cells (Vilenchik and Knudson, 2000), suggesting that the repair��

system is not activated at low radiation doses, thus facilitating the accumulation of mutations
that may be transmitted across generations. While some studies found an increase in the num-
ber of mutations in the offsprings of exposed people (Dubrova et al., 1996; Forster et al., 2002),
others studies found the opposite (Satoh C et al., 1996; Czeizel et al., 1991), leaving open the
question of the transmission of mutations generated by low doses of radioactivity. Studying the��

long-term mutational impact of natural radioactivity is challenging because it raises a number
of methodological difficulties. On the one hand, experimentally exposing multiple generations
of multicellular organisms to low doses of radiation would require years of experimentation and
complex experimental controls. On the other hand, the main obstacles to in naturae studies
are (i) the organisms’ mobility, which prevents certainty that a population was exposed to the��

same natural radioactivity for many generations, and (ii) confounding factors such as ultravio-
let radiation from the sun. Here we overcome these difficulties by coupling in situ radioactivity
characterizations with the distinctive bio-ecological characteristics of subterranean waterlice
within a phylogenetic comparative framework. Subterranean waterlice are never exposed to UV
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radiation, live in contrasted bedrock set-ups and have very limited dispersal capacity (Eme et al.,
2018), allowing us to make the assumption that different species have persisted in different but
nearly constant radioactive habitats for numerous generations.

Results and Discussion

In order to build a robust and powerful comparative design aimed for testing the influence of
natural radioactivity on the mutation rate, we first prospected for closely related subterranean
species living in contrasted radioactive set-ups. Using the map of bedrock uranium content
in France (Ielsch et al., 2017), we prospected areas with low and high radioactivity. From
this large survey (58 sites with waterlice), we selected 14 sites roundwith contrasted levels
of α radioactivity which were inhabited by closely related groundwater waterlice species. We
paid special attention that α radioactivity differed at least by a factor of three between two
habitats, each containing a closely related species (Figure 1, Table S1). On average low level of
radioactivity was around 0.357 Bq/g of dry sediment and high level around 1.259 Bq/g of dry
sediment. Based on transcriptome sequencing and de novo assembly, we used a phylogenetic
approach to estimate nuclear and mitochondrial synonymous substitution rates (i.e. the rate
of mutations which are fixed). While experimental approaches allow to measure the impact of
radioactivity on somatic mutations or on the transmission of mutations across few generations,
this phylogenetic approach allows us to measure the impact of natural radiation on the germinal
mutation rate over the course of a species history.

0 250125 km

0 1 300.40.81
P. boui

2

Uraniumcontent of
rocks (mg/kg)

potentially > 10
10
8

P. boui 1

P. slavus 1

P. nsp GOUDECHE 2

P. albigensis 2

P. nsp BOREON 3

P. nsp VIONENE 3

P. nsp GROTTAZE 4

P. nsp1 MONTBAR 4

P. nsp2 MONTBAR

P. nsp BRETEMIN 5

P. nsp SCENOIRE 5

P. nsp HYPOPRAT 6

P. nsp ROSSFELD 6

P. nsp VIELVIC

P. nsp ROSSFELD

P. nsp1 MONTBAR
P. nsp2 MONTBAR

P. nsp SCENOIRE

P. nsp BOREON

P. nsp GROTTAZE

P. nsp BRETEMIN

P. nsp VIELVIC

P. nsp GOUDECHE

P. albigensis

P. nsp HYPOPRAT

P. slavus

4-5

Relative time log(Effective dose)
μGy/h

2

a b c

Metamorphic or igneous rock

P. nsp VIONENE

Sedimentary rock

Figure 1: Species and locations selected to study the impact of bedrock radioactivity on the
mutation rate and spectrum. 14 species with contrasted bedrock radioactivity exposure were
selected (black dot: low exposure, red dot: high exposure). Based on their phylogenetic his-
tory (a), we further selected 6 monophyletic pairs of closely related species to compare their
mutational spectrum (Vielvic and Montbar are excluded because of unresolved phylogeny, pairs
are indicated using superscript numbers). Received dose of radioactivity was measured on sedi-
ments of the sampled sites (b). For each site, the areal proportion of low-radioactivity sedimen-
tary rocks and high-radioactivity metamorphic and igneous rocks in a radius of 15 km around
the sampling (λ15) site is represented with circles next to the map (c).
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Using the 14 selected species and locations, we tested whether there was a significant positive
relationship between natural radioactivity and the long-term mutation rate. The latter was��

estimated using the synonymous substitution rate (dS) calculated on the terminal branches of
the phylogenetic tree tracing the history of these 14 species. The dS is the rate at which silent
mutations accumulate in protein coding genes and, when calculated using many different loci
and in the absence of a strong synonymous codon usage bias (see methods), is an estimator
of the average mutation rate across a species’ genome (Kimura, 1983). We computed dS using��

769 one-to-one nuclear and 13 mitochondrial orthologous protein-coding genes shared by all
14 species. At each sampling site, we measured the global α radioactivity and the activity of all
radio-elements in the sediment. The analysis of the composition in radionuclides at each site
reveals that 2 sites (BRETEMIN and BOREON) show a disruption of the secular equilibrium in
the U-238 chain. This suggests that nearby industrial activities (e.g. lead mines) have modified��

the natural radioactivity at these two sites. As these industrial activities are very recent (since
1950), their impact on the substitution rate, which is measured on a much longer time scale, is
unlikely. We therefore did not use these two sites to test the correlation between dS and any site-
specific radioactivity measurement (however, see next paragraph for a regional measurement).
The dS is positively correlated with the alpha radioactivity in the nuclear genome as well as��

in the mitochondrial genome (Table 1, Figure 2). A linear model predicts a dS increase of
31.8% in the nuclear genome and 56.5% in the mitochondrial genome between species living
in low (on average 0.357 Bq/g of dry sediment) and high radioactivity (on average 1.259 Bq/g
of dry sediment). We also modeled the biologically effective dose of radioactivity received by
each species (in μGy/h, Figure 1). This measure takes into account the transfer coefficient��

from environment to biota and the radio-toxicity of each radio-element for a crustacean model
(ERICA tool V1.2.1 Brown et al., 2016). Again, we found positive correlations between the dS
and the received dose of radioactivity (Table 1).

Table 1: Phylogenetic generalized least square (PGLS) regressions of the nuclear synonymous
substitution rate (dS) and mitochondrial dS against the α radioactivity measured in the sedi-
ments (α radio.), the received dose (RD) of radioactivity modeled with the ERICA tool, and the
surface of metamorphic and igneous bedrock within a 15 km radius around the sampling sites
(λ15). α radioactivity and RD were log transformed to fit with the linear model assumptions.

Nuclear dS Mitochondrial dS
Slope L. Ratio p. value R2 Slope L. Ratio p. value R2 N taxa

log(α radio.) 0.034 5.995 0.014 0.393 0.506 7.895 0.005 0.482 12
log(RD) 0.038 6.51 0.011 0.419 0.491 5.981 0.015 0.392 12
λ15 0.076 9.039 0.003 0.476 1.097 11.680 0.001 0.566 14

NOTE — Each line corresponds to one likelihood ratio test between the models with and without the given
explanatory variable.

As previously explained, the measured radioactivity at two sites overestimates the radioactiv-
ity level to which the organisms have been exposed for many generations because it is influenced��

by recent human activities. Moreover, while most species collected in highly radioactive habitats
were from metamorphic or igneous formations, two species were from sedimentary formations.
Contrary to metamorphic and igneous formations, radioactivity in sedimentary formations is
often observed in restricted localites (Ielsch et al., 2017) and can show large variations at the
meter scale. A single radiation measurement may not therefore accurately represent the average���

radiation that a species is exposed to. To account for this variability as well as to include the
two human-impacted sites into the regression analysis, we calculated the areal proportion of
metamorphic and igneous rock within a 15 km radius around each site (later called λ15, Figure
1). This proportion was used as a proxy for the long-term regional radioactive exposure because
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Figure 2: Relationships between synonymous substitution rate relative to the root age (dS/ra)
and radioactivity measured either as the alpha radioactivity measured in sediments (left), the
received dose (middle) or the proportion of igneous and metamorphic rock in a radius of 15
km around the sampling sites, λ15 (right). Each dot represents a species. dS measured on
mitochondrial genes are depicted in red and dS measured on nuclear genes in blue. The fit of
the PGLS model is indicated with a line and the confidence interval of the correlation is indicated
with dashed lines.

the average linear distribution range of a groundwater crustacean is 30 km (Eme et al., 2018).���

We found a positive and stronger correlation between the dS and λ15 in both genomes (Table
1, Figure 2, n=14 species). The linear model predicts that the nuclear and mitochondrial dS of
a species living in a metamorphic formation (>50% of metamorphic and igneous rocks) are on
average 34.4% and 61.3% higher, respectively, than those of a species living in a sedimentary
formation (<50% of metamorphic or igneous rocks).���

As bedrock radioactivity is positively correlated with the mutation rate, the underlying ques-
tion is whether radioactivity also modifies the mutational spectrum, that is, the specific types of
mutations that tend to occur. To address this question, we reconstructed the mutational spec-
trum of 6 independent pairs of species, each composed of two species located in low and high
bedrock radiation set-ups, respectively, with a minimum of 3X increase in the received dose of���

radioactivity between the two species (Figure 1). Briefly, we first estimated species polymor-
phism across a set of 2490 one-to-one orthologous genes by sequencing transcriptomes for eight
individuals per species. After ancestral sequence reconstruction, we then identified mutations
that occurred in each species and computed the relative proportion of each type of mutation
(from A to T, A to C, ...), pooling together complementary mutations (e.g. p(C→A) + p(G→T)���

= p(C:G→A:T)). We found that bedrock radioactivity was correlated with three types of muta-
tions (Table 2, Figure 3): while the proportions of A:T→T:A and A:T→G:C mutations decreased
with increasing radioactivity, the proportion of C:G→A:T mutations increased with bedrock ra-
dioactivity, regardless of the radioactivity characterisation (PGLS, p<0.05, Table 2). Selection
is unlikely to be responsible for all these correlations as they are also observed when the data���
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set is limited to mutations found at the third, usually redundant, codon position (Figure S2,
Table S2). While we found no explanation in the litterature for the decrease of A:T→T:A and
A:T→G:C mutations, C:G→A:T mutations, and in particular the G to T mutation triggered by
the formation of 8-oxoguanine, are a hallmark of oxidative damage (Shibutani et al., 1991).
Similarly, high artificial doses of ionizing radiation were found to increase oxidative damage���

(Einor et al., 2016; Haghdoost et al., 2006). We thus propose that bedrock radiation impacts
the rate and spectrum of mutation of in naturae populations through the formation of reactive
oxygen species (ROS, unstable molecules that contain oxygen) generated by the radiolysis of
water in cells (Riley, 1994; Azzam et al., 2012).

Table 2: Phylogenetic Generalized Least Square (PGLS) regressions of the proportion of each
type of mutation against the α radioactivity measured in sediment (α radio.), the Received Dose
(RD) modeled with ERICA tool, and the areal proportion of metamorphic and igneous rock
within a 15 km radius (λ15). α radioactivity and RD were log transformed to fit with linear
model assumptions. R2 are Cox-Snell pseudo R2.

Response variable Explanatory variable Slope L.Ratio P.value R2 N
P(A:T>T:A) log(α radio) -0.009 6.8187 0.009 0.433 12log(RD) -0.011 9.3479 0.002 0.541

λ15 -0.025 6.994 0.008 0.442 14
P(A:T>C:G) log(α radio) 0.001 0.121 0.728 0.010 12log(RD) 0.000 0.015 0.904 0.001

λ15 0.001 0.005 0.945 0.000 14
P(A:T>G:C) log(α radio) -0.022 7.778 0.005 0.477 12log(RD) -0.019 4.004 0.045 0.284

λ15 -0.014 0.394 0.530 0.032 14
P(C:G>G:C) log(α radio) 0.005 2.137 0.144 0.163 12log(RD) 0.006 2.403 0.121 0.181

λ15 0.006 0.360 0.549 0.030 14
P(C:G>A:T) log(α radio) 0.013 13.010 0.000 0.662 12log(RD) 0.014 12.079 0.001 0.635

λ15 0.042 13.791 0.000 0.683 14
P(C:G>T:A) log(α radio) 0.012 3.323 0.068 0.242 12log(RD) 0.010 1.684 0.194 0.131

λ15 -0.009 0.183 0.669 0.015 14

Radioactive environments can cause oxidative stress in two intertwined ways. First, the ioni-���

sation of molecules in the cells can directly affect the DNA structure by breaking sugar phosphate
backbones or can affect DNA indirectly through the radiolysis of water which decomposes the
H2O molecules and create free radicals (Desouky et al., 2015). These free radicals can damage
DNA molecules and create mutations. Second, radioactive decay chains also generate heavy
metals (lead, polonium,etc) which are toxic for cells and also cause oxidative stress (Quinlan���

et al., 1988; Pinto et al., 2003). Due to the physicochemical association between radioactivity
and heavy metals, in naturae experiments cannot discriminate heavy metal chemical toxicity
from the direct toxicity of radioactive rays. Therefore, this suggests that naturally radioactive
environments impact the rate and spectrum of mutation by directly or indirectly increasing the
level of oxidative stress.���

Radiolysis of water alone cannot explain the much higher impact of radioactivity on the mi-
tochondrial mutation rate compared to the nuclear rate. Since there is no reason to argue that
radiolysis would not evenly occur within cells, it should impact both genomes similarly. How-
ever, differences between the two genomes may explain why the mitochondrial genome is more
sensitive to radioactivity. First, the mitochondrial genome lacks some repair systems. For exam-���

ple, in a different yet analogous context, UV damage accumulates in the mitochondrial genome
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Figure 3: Contrasts (π) of the relative proportion of each mutation [p(i:j→k:l)] in each pair
of sister species : πm=log p(i:j→k:l)+

p(i:j→k:l)− where + and - refer respectively to the species exposed to
the higher and lower level of radioactivity in the pair m. Thus, positive bars represent a higher
proportion of the given mutation in the species living in the high radioactivity rock. From left to
right, bars are in increasing order of difference (Δ) in λ15 (the areal proportion of igneous and
metamorphic rock in a radius of 15 km around the site) between the two species of each pair.
From left to right, mutations are in increasing order of correlation with radioactivity. Numbers
below the color scale indicate the species pair number as in Figure 1.

while they are repaired in the nuclear genome (Clayton et al., 1974). Second, the two genomes
have very different organisations: while the nuclear genome is compacted into chromatin, the
mitochondrial one is organized into nucleoids (Chen and Butow, 2005). While the role of the
mitochondrial nucleoids is unclear, the chromatin structure and histone proteins protect the nu-
clear genome against radiation-induced strand breaks (Ljungman, 1991) and oxidative damage
(Ljungman and Hanawalt, 1992). Third, direct radioactivity damage to the mitochondria may
increase the activity of the mitochondrial respiratory chain and indirectly increase the produc-
tion of ROS and DNA damage (Yamamori et al., 2012; Kam and Banati, 2013).

While life history traits are known to be central in controlling the mutation rate in metazoans
(Nabholz et al., 2008; Martin and Palumbi, 1993), we show here that natural variation of ra-
dioactivity can have a comparable effect. Indeed, we found a minimum increase of around 30%
percent of the nuclear mutation rate (60% in mitochondria) for species of waterlice living in the
more naturally radioactive habitats made of igneous and metamorphic rocks. This increase is of
the same magnitude as that observed when waterlice species evolve a 5-fold increase in genera-
tion time, a key life history trait controlling mutation rate in waterlice and metazoans in general
(Saclier et al., 2018). As groundwater waterlice ingest sediment (Francois et al., 2016), they
are internally exposed to radioactivity, which may cause more mutations than through external
exposure only (Sawada, 2007). The influence of environmental radioactivity on mutation rate
should therefore be explored across a wider range of organisms with contrasted diets.

Natural radioactivity is often considered to have a negligible biological impact (Tubiana et al.,
2006, 2009). Indeed, only a handful of isolated studies support an impact of natural radioac-
tivity on the mutation rate. For instance, a higher mutation rate was observed in the human
mitochondrial genome in the Kerala region (Forster et al., 2002) and in satellite sequences of
crickets inhabiting cave with high radon concentration (Allegrucci et al., 2015). In this study,
by combining a large number of genes with the characteristics of the subterranean waterlice,
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namely the absence of UV confounding effect and limited dispersal, within a statistically power-
ful comparative framework allowing to work on large time scales and with numerous replicates,
we found that a mild variation (� 3.5X) in natural bedrock radioactivity substantially alters the
mutation rate, in particular the mitochondrial one. While the universality of this finding war-���

rants corroborative studies in other taxa, it suggests that the influence of natural radioactivity
on the evolution of biodiversity may have been overlooked.

Methods

Sampling

For 58 sites in France selected on the map of uranium (Ielsch et al., 2017), we collected Asel-���

lidae species and sampled about 50 grams of sediment to measure global α radioactivity (see
the following paragraph). Animals and sediments were collected using the Bou-Rouch pump-
ing methods (Bou and Rouch, 1967). Collected species were stored in 96% ethanol at -20°C
and were morphologically and molecularly identified. For molecular identification, DNA was
extracted using an optimized chloroform DNA extraction protocol for the Aselloidea (Calvignac���

et al., 2011). We amplified DNA with primers targeting the 16S mitochondrial rDNA gene. PCR
reactions were done following Morvan et al. (2013). PCR products were sequenced in both
directions using the same primers as for amplification (GATC Biotech, Konstanz; Eurofins MWG
Operon, Ebersberg; SeqLab, Göttingen, Germany; BIOFIDAL, Vaulx-en-Velin, France). Chro-
matograms were visualized and cleaned using Finch v1.5.0 (Geospiza, Seattle, USA). 16S have���

been deposited on the European Nucleotide Archive and are available under the accession num-
ber from LR214526 to LR214880. Using Eme et al. (2018) molecular species delimitation, each
sequence has been assigned to a species. Based on this taxonomic assignment and radioactivity
measurement, 14 species were retained for further analyses (Table S1). For these 14 selected
species, during a new sampling trip, individuals were flash frozen alive in the field.���

Measures of radioactivity

α radioactivity. In order to estimate the global radioactivity in sediments, we measured the α
radioactivity. An α decay occurs when an atom disintegrates by ejecting an α particle, i.e. a par-
ticle made of two neutrons and two protons. The α radioactivity should be correlated with the
global radioactivity in natural systems. For the 58 prospected sites, 3 samples of about 50 grams���

of sediment were collected in polyethylene bottles. α radioactivity measurements were made
by the LABRADOR service (Institut de Physique Nucléaire de Lyon, France) on proportional
counter with the NF ISO 18589-6 standard (Data available on Zenodo, (DOI: 10.5281/zen-
odo.3356835).

Received dose. In order to estimate the received dose of radiation that is impacting organisms,���

we collected three samples of 100g of fine sediments (<100μm) in each of the selected sites.
These sediments were prepared with the NF EN ISO 18589-2 standard and measured by gamma
spectrometry in conformity with the NF EN ISO 18589-3 standard using the PRISNA-P analysis
platform at the Centre d’Etude Nucléaire de Bordeaux Gradignan (CENBG). This platform is
certified by the French Nuclear Security Authority (ASN) for measures of natural radioactivity.���

Samples were dried in open air, and then dried at 100°C. Matters were packed in a waterproof
geometry. Geometries were sealed for one month and then counted for a duration of 86500
seconds on the same chain of measure. The chain used is an ORTEC chain, presenting an
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efficiency of about 60% and calibrated in May 2016. This chain is equipped with a cosmic veto
device and located in a half buried laboratory in order to: (i) attenuate the background noise,���

(ii) improve the detection limits and (iii) reduce the measure uncertainty. The activity of the
main radionuclides were measured in sediment and the activity of the remaining radionuclides
was deduced based on the hypothesis of a secular equilibrium of the uranium 238 and thorium
235 chains. As activities of the radionuclides of the uranium 235 decay chain are generally
low, only measures higher than the decision threshold (according the measure variability) were���

taken into account. When the uranium 235 activity was too low to be measured it has been
deduced from the uranium 238 activity, using the natural isotopic ratio of 21.6.

The received dose impacting organisms was estimated using the ERICA tool (V1.2.1, Brown
et al., 2016) with a ‘crustacean’ model. We assumed that organisms stay 10% of their time
on the surface of sediment and 90% inside sediment. All radionuclides available in the tool���

were taken into account (i.e U238, Th234, U234, Th230, Ra226, Pb210, Po210,U235, Th231, Pa231,
Th227, Th232, Ra228 and Th228). We used the distribution coefficients proposed by the ERICA
tool. Concentration factors proposed by the tool were used when available. If not, we used the
concentration factor of the closest biogeochemical element available.

Two sites (BRETEMIN and BOREON) show a disruption of the secular equilibrium in the���

U238 chain. This suggests that nearby industrial activities (e.g. lead mines) have modified the
natural radioactivity of these two sites. As these industrial activities are very recent (since 1950),
their impact on the substitution rate which is measured on a much longer time scale is unlikely.
These two sites were removed from the correlation between dS and radioactivity measured with
the global α radioactivity or with the received dose.���

Proportion of magmatic and igneous rocks in a 15 km radius. Usign the geological map of
France (scale : 1/1 000 000, ©BRGM), the areal proportions of magmatic and igneous rocks
in a radius of 15 km around sampling sites were computed (noted λ15), 30 km represent the
distribution range for a subterranean isopod (Eme et al., 2018).

Transcriptome Sequencing and Assembly���

Sequencing. For each species, we sequenced transcriptomes from 8 individuals. For each in-
dividual total RNA was isolated using TRI Reagent (Molecular Research Center). Extraction
quality was checked on a BioAnalyser RNA chip (Agilent Technologies) and RNA concentrations
were estimated using a Qubit fluorometer (Life Technologies). Prior to any additional analysis,
species identification was corroborated for each individual by sequencing a fragment of the 16S���

gene. Illumina libraries were then prepared using the TruSeq™ RNA Sample Prep Kit v2 (Illu-
mina). For each species one library was paired-end sequenced using 100 cycles, and the 7 other
libraries were single-end sequenced using 50 cycles on a HiSeq2500 sequencer (Illumina) at the
IGBMC GenomEast Platform (Illkirch, France). We obtained around 30 million single-end reads
per individual and 118 million paired-end reads per species.���

Assembly. Adapters were clipped from the sequences, low quality read ends were trimmed
(phred score < 30) and low quality reads were discarded (mean phred score < 25 or if remain-
ing length < 19 bp) using fastq-mcf of the ea-utils package (Aronesty, 2013). Paired-end tran-
scriptomes were de novo assembled using Trinity v2.3.2 (Grabherr et al., 2011). Open reading
frames (ORFs) were identified with TransDecoder (http://transdecoder.sourceforge.net). For���

each assembled component, only the most express ORF was retained.
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Families of Orthologous Genes

Gene families were delimited using an all-against-all BLASTP (Altschul et al., 1990) and SiLix
(Miele et al., 2011) on the ORFs delimited in the previous step. We then kept gene families
containing the 14 species, with only one sequence for each species in order to remove par-���

alogs. We obtained 2490 families hereafter considered as one-to-one orthologous genes. These
genes were aligned with PRANK (Löytynoja and Goldman, 2008) using a codon model and sites
ambiguously aligned were removed with Gblocks (Castresana, 2000).

Species Tree and Gene Trees

The 2490 genes were concatenated and a phylogenetic tree (hereafter called the concatenated���

tree) was built using PhyML v3.0 (Guindon et al., 2010) under a GTR+G+I model with 100
bootstrap replicates and was rooted using the Slavus lineage (Proasellus boui and Proasellus
slavus) as an outgroup (Morvan et al., 2013). Most nodes have a bootstrap value of 100%
(Figure S1). Two nodes have values at 84 and 98% in the clade containing P. nsp VIELVIC; P. nsp
HYPOPRAT; P. nsp MONTBAR and P. nsp ROSSFELD. To check the relationship between these 4���

species, we built 2490 individual gene trees with PhyML v3.0 under a GTR+G+I model with 100
bootstrap replicates. 29 gene trees strongly support (bootstraps > 90%) the phylogeny of the
concatenated tree for this clade, 208 support other various topologies and the remaining 2253
gene trees do not support any relationship in particular for this clade (bootstraps < 90%). Thus,
the phylogeny for this clade remained unresolved, possibly as the consequence of a concomitant���

speciation process of these 4 species. For approaches with pairs of sister species, as we were
unable to resolve the phylogeny for this clade, we selected the species living in the highest level
of radioactivity (P. nsp HYPOPRAT) and the species living in the lowest level of radioactivity (P.
nsp MONTBAR) among these 4 species to build a pair, resulting in a total of 6 pairs of sister
species (sensu Felsenstein, 2004).���

Mitochondrial genes

Mitochondrial genes were not present amongst the 2490 genes obtained above. Indeed, owing
to a different genetic code in invertebrate mitochondria, mitochondrial ORFs were systemati-
cally missed by the ORF caller (Transdecoder). We reconstructed mitochondrial genomes using
the de novo transcriptome assemblies. Large mitochondrial contigs were built with MITObim���

(Hahn et al., 2013) by using RNA-seq reads. These contigs were mapped on the assembled
mitochondrial genome from the closest possible species (taken from Saclier et al., 2018), allow-
ing us to assemble them. Mitochondrial genomes were annotated using the MITOS web server
(Bernt et al., 2013). We recovered the 13 mitochondrial protein-coding genes. Mitochondrial
genes were aligned with PRANK (Löytynoja and Goldman, 2008) and sites ambiguously aligned���

were removed with Gblocks (Castresana, 2000).

Rate of molecular evolution

We used the synonymous substitution rate (dS) computed on the terminal branches of the tree
as a proxy for the long-term species mutation rate (Kimura, 1983). This proxy is valid in absence
of selection on codon usage. To check for the absence of biased codon usage, we computed the���

effective number of codons on the 2490 orthologous genes (ENC, Wright, 1990)). This number
varies between 20 (only a single codon is used for each amino acid) and 61 (all synonymous
codons are used with equal frequency for each amino-acid). ENC ranged between 49.17 and
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50.48 (Table S1), indicating a moderate codon usage bias, more importantly, they do not cor-
relate with alpha radioactivity (PGLS, p.value = 0.6378). Altogether, the dS estimation doesn’t���

seem impacted by a strongly biased or variable codon usage.
To compute dS we first removed some genes showing a conflicting phylogeny. Including

genes supporting different phylogenies in a concatenation amounts to constrain a wrong phy-
logeny for these genes which may biases dS estimations. Indeed imposing a wrong gene tree
will tend to generate convergent mutations in terminal branches of the tree. To avoid such bias���

in our dS estimation we used ProfileNJ (Noutahi et al., 2016) with a bootstrap threshold of
90% to compute a cost of reconciliation between the concatenated tree and the gene trees. We
kept the gene families with a cost of reconciliation of zero and with sequences long enough for
all species (at least a half of the alignment) and removed all other genes, resulting in a set of
769 gene families. dS were estimated using CoEvol (Lartillot and Poujol, 2011). This software���

program implements a Muse and Gaut codon model (Muse and Gaut, 1994), with Brownian
variation in dS and dN/dS along the tree. Bayesian inference and reconstruction of the history of
variation in dS and dN/dS along the tree is conducted by Markov Chain Monte Carlo (MCMC).
Two independent chains were run, and were stopped after checking for convergence by eye
and with the tracecomp program included in the Coevol package (effective sample size > 200���

and discrepancy between chains < 0.3). Chains were stopped after 7117 generations (4200
generations excluded as burn-in). The age of the root was arbitrarily set to 1, resulting in syn-
onymous substitution rate estimates that are relative to the root age (dS/ra) (Table S1). In order
to ensure that assumptions made by CoEvol on the dS evolution along branches don’t bias the
dS estimation, dS were also computed with CodeML (Yang, 2007) using a free ratio model and���

with the Bio++ suite (Dutheil and Boussau, 2008). For the last one, a non-homogeneous model
(NY98 model) was first applied to the alignment with BppML and then the MapNH program
(Version 1.1.1) of the TestNH package (Guéguen and Duret, 2018) was used to reconstruct the
ancestral states to estimate the number of synonymous substitutions on each branch. CoEvol dS
was highly correlated with CodeML dS (R2=0.81) as well as with Mapnh dS (R2=0.82). Re-���

garding the correlation with radioactivity, by dividing the CodeML dS and the Mapnh dS by the
divergence time estimated by CoEvol in order to obtained comparable dS among all species, we
obtained similar results whatever the method used to compute the dS (Table S3).

Mutational spectrum

To compute the mutational spectrum, we used an approach by pairs of sister species. We deter-���

mined the polymorphism at the population level for each species by mapping the 7 single-end
transcriptomes on the assembled paired-end transcriptome with BWA (Li and Durbin, 2009).
BAM files were produced with SAMtools (Li et al., 2009), and reads2snps (Gayral et al., 2013)
was used to detect polymorphic sites. We then conserved only the 2490 orthologous genes
shared by all species to compute the mutational spectrum on the same set of genes.���

For the two species of a pair, we reconstructed the ancestral sequence using a parsimonious
approach. Namely, for each site in the alignment, if the two species had a single shared allele,
this allele was considered as ancestral and the other alleles, if they existed, were considered as
derived from the ancestral allele. For each species, we estimated the probability of a mutation
in their population, p(i → j|f(i)anc), by counting each type of mutation, either on all positions���

(Table S8) or on third positions, corrected by the ancestral base frequency:

p(i → j|f(i)anc) = N(i→j)
Nianc

This probability being dependent on the mutation rate μ, we estimated the mutational spec-
trum by the proportion, when a mutation occurs, of mutation from the base i to the base j, noted
p(i → j|μ, f(i)anc):���
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p(i → j|μ, f(i)anc) = p(i → j|f(i)anc) ∗ 1∑
i={A,C,G,T}

∑
j={A,T,C,G} p(i→j|f(i)anc)

This proportion takes into account the mutation rate and is so comparable across species. We
pooled complementary mutations (e.g. A to C with T to G) to increase the counts by mutational
categories and improve statistical power.

Statistical analyses���

Correlations between dS computed on terminal branch of the tree and the different measures of
radioactivity were tested using Phylogenetic Generalised Least Squares models (pGLS Martins
and Hansen, 1997) with the nlme (Pinheiro et al., 2007) and ape packages (Paradis et al., 2004)
in R (R Core Team, 2014). For the α radioactivity and effective dose, the two species showing
a disruption in the secular equilibrium were removed. The ultrametric tree built by CoEvol was���

used to calculate the phylogenetic variance/covariance matrix under a Brownian motion model
to take into account the non-independence among species in the PGLS. The same statistical
procedure was used to test the correlation between the probability of each type of mutation
and the effective dose of radioactivity or proportion of metamorphic or igneous rocks, this time
pruning P. nsp VIELVIC and P. nsp MONTBAR from the chronogram built by CoEvol. Normality���

of residuals was checked for all models, log transformation was applied when the normality was
rejected (Shapiro test).

Data availability

16S have been deposited on the European Nucleotide Archive and are available under the acces-
sion numbers from LR214526 to LR214880 (https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/LR214526-���

LR214880).
The 2490 alignments and the list of the 769 genes used to compute synonymous substitution

rate have been deposited on Zenodo (https://zenodo.org/deposit/2563829).
Transcriptome reads have been deposited on the European Nucleotide Archive and are

available under accession numbers from LR536601 to LR536626 in the study ID PRJEB14193���

(https://www.ebi.ac.uk/ena/data/search?query=PRJEB14193). Number of reads and data used
for correlations, namely measures of radionuclides and mutations counts have been deposited
on Zenodo (https://doi.org/10.5281/zenodo.3356835).
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Figure S1: Phylogeny of the 14 species used to compute synonymous substitution rates. Tree
was built with the concatenation of the 2490 genes with PhyML3.0, under a GTR+G+I model
with 100 bootstrap replicates.
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Figure S2: Contrasts (π) of the relative proportion of each mutation [P (i : j → k : l)] computed
only on third positions in each pair of sister species : [πm=logP (i:j→k:l)+

P (i:j→k:l)−] where + and - refer
respectively to the species exposed to the higher and lower level of radioactivity in the pair m.
Thus, positive bars represent a higher proportion of the given mutation in the species living in
the high radioactivity rock. From left to right, bars are in increasing order of difference (Δ) in
λ15 (the areal proportion of igneous and metamorphic rock in a radius of 15 km around the
site) between the two species of each pair. From left to right, mutations are in increasing order
of correlation with radioactivity. Numbers below the color scale indicate the species pair number
as in Figure 1.
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Table S1: 14 sequenced species with sampling coordinates, synonymous substitution rate rela-
tive to the root age for nuclear and mitochondrial genome, α radioactivity measured on each
site, effective dose of radioactivity (in μGy/h), and this effective dose corrected for recent hu-
man impact (in μGy/h), non-synonymous substitution rate over synonymous substitution rate
(dN/dS), the areal proportion of magmatic and metamorphic rocks in a radius of 15 km around
the sampling point (λ15), the GC content for all positions or for third positions, the effective
number of codon (ENC) and the dS computed with the CodeMl programm and with the MapNH
programm.

Species RNA Code α Radio. lat. long. dS/ra nucl dS/ra mito. Dose
Proasellus nsp2 MONTBAR PWM 0.300 47.01 5.62 0.1549 1.5924 1.84
Proasellus nsp VIELVIC PWVi 0.900 44.40 3.94 0.2167 2.9317 5.29
Proasellus nsp ROSSFELD PWRo 0.204 48.33 7.63 0.1258 1.3395 1.54
Proasellus nsp HYPOPRAT PWH 1.305 44.01 3.67 0.2109 2.3386 7.74
Proasellus nsp SCENOIRE PStN 0.480 47.32 6.43 0.1358 1.8241 2.22
Proasellus nsp BRETEMIN PStB 2.027 46.20 4.51 0.1156 1.8590 33.8
Proasellus nsp1 MONTBAR PCMt 0.300 47.01 5.62 0.0481 1.4223 1.84
Proasellus nsp GROTTAZE PCG 0.933 46.43 4.76 0.0472 1.6664 2.86
Proasellus nsp VIONENE PspVi 0.350 44.08 7.10 0.2117 1.4174 1.53
Proasellus nsp BOREON ISPB 2.370 44.07 7.25 0.2142 1.3483 37.2
Proasellus alibigensis PAL 0.660 43.91 2.23 0.1042 2.0817 2.32
Proasellus nsp GOUDECHE PspAG 2.413 44.35 3.78 0.1169 1.7065 14.7
Proasellus slavus slavPWRo 0.204 48.33 7.63 0.1571 0.5893 1.54
Proasellus boui PBF 0.748 44.12 3.89 0.2235 0.6813 6.49
Species dN/dS λ15 GC GC3 ENC dS CodeML dS MapNH Pair
Proasellus nsp2 MONTBAR 0.1526 0.1387 0.4041 0.3297 50.17 0.012413 0.01036720 NAProasellus nsp VIELVIC 0.1774 0.8985 0.4040 0.3294 50.18 0.014071 0.01324370
Proasellus nsp ROSSFELD 0.1503 0.0000 0.4045 0.3301 50.22 0.011268 0.01105270 1Proasellus nsp HYPOPRAT 0.1809 0.6672 0.4041 0.3295 50.17 0.013782 0.01289470
Proasellus nsp SCENOIRE 0.1610 0.0000 0.4051 0.3318 50.35 0.018364 0.01817050 2Proasellus nsp BRETEMIN 0.1534 0.6250 0.40508 0.3318 50.33 0.015513 0.01536320
Proasellus nsp1 MONTBAR 0.1970 0.1387 0.4055 0.3323 50.36 0.007196 0.00622081 3Proasellus nsp GROTTAZE 0.1850 0.1190 0.4054 0.3321 50.34 0.006391 0.00606323
Proasellus nsp VIONENE 0.1656 0.3346 0.4062 0.3347 50.48 0.016790 0.01658250 4Proasellus nsp BOREON 0.1517 0.5306 0.4062 0.3347 50.46 0.017109 0.01674480
Proasellus alibigensis 0.1369 0.2991 0.3985 0.3163 49.35 0.029319 0.02895040 5Proasellus nsp GOUDECHE 0.1369 0.9383 0.3979 0.3149 49.27 0.033744 0.03296400
Proasellus slavus 0.1672 0.0000 0.3969 0.3119 49.17 0.041241 0.04523370 6Proasellus boui 0.1265 0.6645 0.3975 0.3128 49.19 0.061836 0.05802430
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Table S2: Phylogenetic Least Square (PGLS) regression of mutation probabilities computed on
third positions against radioactivity measured as the α radioactivity measured in sediments, as
the effective dose received by organisms (RD) or as the areal proportion of metamorphic and
magmatic rocks in a radius of 15 km around the sampled point (λ15). Each line corresponds to
one likelihood ratio test between the models with and without the given explanatory variable.
α radioactivity and received dose were log transformed to fit with linear model assumptions.

Dependant variable Explanatory variable Slope L. ratio P. value Pseudo R2 (Cox-Snell) N
P(A:T>T:A) log(α radio.) -0.007 4.681 0.031 0.323 12

log(RD) -0.008 5.902 0.015 0.388 12
λ15 -0.023 5.917 0.015 0.389 14

P(A:T>C:G) log(α radio.) 0.003 0.423 0.515 0.035 12
log(RD) 0.001 0.038 0.845 0.003 12
λ15 0.003 0.068 0.794 0.006 14

P(A:T>G:C) log(α radio.) -0.028 11.759 0.001 0.625 12
log(RD) -0.025 6.495 0.011 0.418 12
λ15 -0.048 5.697 0.017 0.378 14

P(C:G>G:C) log(α radio.) 0.002 0.606 0.436 0.049 12
log(RD) 0.003 0.977 0.323 0.078 12
λ15 0.003 0.240 0.624 0.020 14

P(C:G>A:T) log(α radio.) 0.010 8.947 0.003 0.526 12
log(RD) 0.011 10.561 0.001 0.585 12
λ15 0.040 15.208 0.000 0.718 14

P(C:G>T:A) log(α radio.) 0.019 8.705 0.003 0.516 12
log(RD) 0.018 5.138 0.023 0.348 12
λ15 0.025 1.440 0.230 0.113 14

Similar results were obtained on third positions than on all positions. Namely, probability of mutations from C:G
to A:T increases and probability of mutations from A:T to T:A and A:T to G:C decreases with radioactivity.

Table S3: Phylogenetic Least Square (PGLS) regression of dS computed with CoEvol, CodeMl
or mapNH against radioactivity measured as the α radioactivity measured in sediments, as the
effective dose received by organisms or as the areal proportion of metamorphic and magmatic
rocks in a radius of 15km around the sampled point (λ15). Each test corresponds to one like-
lihood ratio test between the models with and without the given explanatory variable. For
α radioactivity and received dose, sampled sites with a break in the secular equilibrium were
removed, resulting in tests with only 12 taxa.

dS CoEvol dS CodeMl dS MapNH
Slope p.value Cox-Snell R2 Slope p.value Cox-Snell R2 Slope p.value Cox-Snell R2 N

log(α radio.) 0.034 0.014 0.39 0.054 0.021 0.36 0.054 0.018 0.37 12
log(Received Dose) 0.038 0.011 0.42 0.057 0.024 0.35 0.057 0.023 0.35 12
λ15 0.076 0.003 0.47 0.118 0.006 0.42 0.118 0.005 0.43 14
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ANNEXES

Annexe 8 :

Résultats des PGLS multivariés et des PGLS in-

cluant le temps de colonisation.

Table S1 – Résultats des tests PGLS lorsque toutes les variables sont incluses
dans le même modèle. Chaque ligne représente le test sur la pente de la covariable
à l’intérieur du modèle multivarié.

data367sp_nucl data367sp_mito data367sp_FAST2 data367sp_COI data64sp_mito data64sp_nucl
N 298 117 298 117 41 43
Taux global global dS dS dS dS

Latitude Pente -0.03741 -0.01849 -0.06422 -0.01765 0.02987 -0.04975
P.value 0.23950 0.19370 0.06520 0.18340 0.25700 0.50780

Température Pente 0.02363 -0.00317 0.02552 0.01298 0.01646 0.02450
P.value 0.10290 0.74410 0.10720 0.15320 0.34480 0.62390

AET Pente -0.00031 -0.00012 -0.00064 -0.00017 0.00011 0.00022
P.value 0.32490 0.46960 0.06260 0.26750 0.58760 0.70830

Delta LGM Pente 0.06019 -0.00288 0.06348 0.03571 -0.05917 0.11874
P.value 0.24140 0.88080 0.25840 0.04830 0.16230 0.32700

Table S2 – Résultats des tests PGLS lorsque le temps de colonisation est inclus
comme covariable. Chaque ligne représente un test LRT entre un modèle ne pre-
nant en compte que le temps de colonisation et un modèle prenant en compte ce
temps de colonisation et la variable d’interêt.

data367sp_nucl data367sp_FAST2 data64sp_nucl
N 71 71 26
Taux global dS dS

Latitude Pente 0.03003 0.00665 -0.00155
P.value 0.39640 0.86250 0.94630
Cox-Snell R2 0.01008 0.00042 0.00017

Température Pente 0.06885 0.07575 0.03471
P.value 0.06030 0.05580 0.30160
Cox-Snell R2 0.04850 0.05023 0.04022

AET Pente -0.00045 -0.00041 0.00023
P.value 0.26740 0.35110 0.40620
Cox-Snell R2 0.01718 0.01217 0.02618

Delta LGM Pente 0.00575 -0.04024 0.05442
P.value 0.95210 0.69750 0.36180
Cox-Snell R2 0.00005 0.00213 0.03148
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