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Résumé

En première approximation, toutes les espèces sont éteintes. Et celles qui ne le

sont pas nous sont pour la plupart inconnues.

Durant Les 4 milliards d’années d’évolution ayant engendré cette immense

biodiversité, des organismes se sont transmis du matériel génétique, soit

verticalement, de manière généalogique, soit horizontalement, par des transferts

entre espèces distinctes. Cette deuxième composante est maintenant reconnue

comme une force évolutive majeure ayant remodelé les génomes tout au long de

l’évolution.

L’observation conjointe d’une biodiversité largement inconnue et de l’existence

de flux génomiques horizontaux implique que certains gènes, présents dans les

espèces observées aujourd’hui, sont vraisemblablement apparus et ont évolué

pendant un certain temps dans des organismes aujourd’hui éteints ou encore

inconnus. Il est donc légitime de se demander si l’étude des flux de gènes, menée

habituellement sans prendre en compte ces lignées fantômes, ne peut pas conduire

à des conclusions erronées.

Au cours de ma thèse, j’ai développé et utilisé des approches in silico pour

explorer cette question.

J’ai tout d’abord collaboré au développement d’un outil bioinformatique,

Zombi, permettant de simuler les composantes verticales et horizontales de

l’évolution des génomes le long des branches d’un arbre d’espèces tout en

considérant des lignées fantômes. J’ai ensuite utilisé cet outil pour explorer

l’influence des lignées fantômes sur certains résultats en évolution moléculaire,

dans trois directions. Premièrement j’ai examiné les erreurs commises lors de

l’interprétation de la statistique-D pour détecter les introgressions si on néglige

les espèces fantômes. J’ai montré que les interprétations erronées, qui étaient

considérées comme des exceptions, étaient en réalité probablement la règle.

Deuxièmement, j’ai ré-analysé trois études qui ont utilisé les longueurs de

branches pour l’analyse des flux génomiques horizontaux et j’ai montré que leurs

conclusions s’inversaient lorsque l’on considérait que des lignées fantômes

pouvaient être impliquées. Enfin, j’ai fourni une preuve du concept que les flux de

gènes provenant de lignées fantômes pouvaient être utilisés pour révéler

l’existence et la nature de certaines lignées fantômes. La détection des flux de

gènes pourrait ainsi de remplacer les fossiles lorsqu’ils sont indisponibles, comme

chez les micro-organismes.

L’apport de cette thèse est à la fois de montrer l’importance de prendre en

compte la biodiversité fantôme dans l’étude des flux de gènes, de fournir des outils
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pour cette prise en compte, et donc d’offrir un nouveau cadre de travail pour la

recherche future sur les flux de gènes dans tous les domaines du vivant.
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Abstract

Our current view of Biodiversity is only a glimpse of all that has existed and

exists on earth. Only a few million species have been described, which is a small

percentage of those suspected of living today, and an even smaller fraction if we

consider extinct diversity. This disparity may be stronger in microbes than in

eukaryotes because they hardly fossilize and because their estimated diversity is

several orders of magnitude greater than their known biodiversity.

The evolutionary history of Life on Earth that gave rise to this huge biodiversity

has two components : one vertical, through the transmission of genetic material in

a genealogical manner ; the other horizontal, through genetic transmission across

species boundaries. This second component is now widely accepted as a major

evolutionary force that constantly reshaped genomes throughout evolution.

The joint observation that most species are unknown or extinct, and that

horizontal genomic flows occurred regularly in the history of Life, implies that

some genes that are present in today’s species may have originated and evolved

for some time in organisms that are now extinct, are yet unknown or are simply

not considered. As a consequence, one may wonder whether the study of gene

flows without taking into account these ghost lineages may not lead to spurious

conclusions.

During my PhD, I developed and used in silico approaches to explore this

question.

Before all, to better comprehend the impact of ghost lineages on evolutionary

processes there was a need for a dedicated tool. I collaborate on the development

of the simulator Zombi, which allows us to simulate the vertical and horizontal

components of the evolution of genomes along the branches of a species tree while

considering ghost lineages. This tool is used for better characterizing the

importance of considering ghost lineages when working on genomic flows. First, I

confirm what was foreseen but overlooked, that ghost lineages can lead to the

wrong identification of both the donor and the recipient of introgressions when

using the popular D-statistic method, and prove that this effect is certainly

massive. Second, I reanalyze three studies that used branch-lengths to deal with

horizontal genomic flows and I show that their conclusions are reversed when

considering that ghost lineages may be involved. Third, I provide the proof of

concept that gene flows from ghost lineages are not solely a source of noise but

can also be used to explore hidden diversity in phylogenies. I demonstrate that

the detection of horizontal gene transfers contain information on the existence

and the nature of ghost lineages and that detecting horizontal transfers may thus
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be a way to explore hidden diversity when fossils are unavailable like in microbes.

This thesis contributes to both showing the utmost importance of taking into

account ghost lineages in the study of gene flows and providing a new dedicated

tool for simulating this ghost biversity. Thus it offers a new framework for future

research on gene flow across all biodiversity.
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espèces qui existent et ont existé sur Terre. Mais seule une infime proportion de

cette diversité est connue. La majorité des espèces est maintenant éteinte et n’a

laissé aucune trace, et on ne connaît qu’une fraction des espèces vivant sur Terre

aujourd’hui. Par ailleurs, l’histoire de la vie sur terre, vieille de près de 4 milliards

d’années, a été marquée par de nombreux échanges génétiques (ou flux de gènes)

entre espèces distinctes, à toutes les époques et dans tous les groupes

taxonomiques. Cette "histoire horizontale", par opposition à "l’histoire verticale"

décrivant la transmission génétique classique d’ascendants à descendants,

apparaît comme une force majeure en évolution. L’impact que peuvent avoir les

espèces fantômes, i.e. la biodiversité éteinte, inconnue, et non considérée, sur

l’identification et la caractérisation de ces flux de gènes a été largement

sous-estimé, et donc sous-étudié, par la communauté scientifique. Cette thèse

s’attelle à la tâche de montrer l’importance de prendre en compte les lignées

fantômes lors de l’étude des flux de gènes.

Dans cette introduction, je présente tout d’abord l’ampleur de notre

méconnaissance de la biodiversité. Je décris ensuite les différents mécanismes de

flux de gènes ainsi que les méthodes qui permettent de les détecter. Enfin,

j’explique pourquoi et comment les espèces fantômes peuvent influencer les

résultats et les interprétations des méthodes de détection des flux de gènes.

1.1 Une biodiversité largement inconnue

Le terme "biodiversité" est imaginé par Wilson en 1988 (Wilson and Peter, 1988)

et utilisé dans une publication scientifique pour la première fois un an plus tard

(Wilson, 1989). Ce terme, qui provient de la contraction des termes "biological"

(ou "biotic") et "diversity” désigne initialement la diversité du monde vivant à tous

les niveaux : celui des gènes, des individus, des populations, des espèces et des

écosystèmes. Il est communément employé pour parler de notions plus précises

comme la richesse en espèces dans une niche écologique ou la diversité en espèces

dans une communauté. Plusieurs autres termes sont utilisés pour parler de cette

diversité du vivant, comme la "biodiversité globale", la "diversité absolue", ou encore

la "richesse en espèces". Par commodité, dans ce manuscrit j’ai choisi d’utiliser le

terme de "biodiversité" pour parler du nombre total d’espèces distinctes qui ont

existé et qui existent actuellement sur Terre.
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1.1.1 Combien d’espèces ?

En 2021, on comptabilise un peu plus de 2 millions d’espèces vivantes, identifiées

et décrites, majoritairement des eucaryotes. Nos connaissances sont hétérogènes,

avec ∼1 million d’espèces d’insectes (Froese et al., 2019) et ∼400 000 espèces de

plantes connues (Christenhusz and Byng, 2016), mais seulement quelques milliers

de procaryotes 1 (Thomas and Nielsen, 2005, Figure 1.1).

Il existe plusieurs archives et catalogues qui tentent de répertorier nos

connaissances sur la biodiversité actuelle. The Catalogue of life (Roskov et al.,

2000), Encyclopedia of Life (Parr et al., 2014), GBIF 2 et Wikispecies 3 ont pour

mission de créer des listes les plus exhaustives possibles des espèces connues. La

taille de ces listes varie grandement du fait des différents critères utilisés pour

l’ajout d’une nouvelle espèce, par exemple la définition utilisée pour une «espèce»

ou la quantité de preuves nécessaires pour ajouter un nouvel organisme dans ces

listes.

Quoiqu’il en soit, il est clair que le nombre d’espèces répertoriées dans ces

bases de données est largement inférieur au nombre d’espèces existant aujourd’hui

sur Terre (Mora et al., 2011). Connaître le nombre d’espèces qui existent est

d’une importance toute particulière pour l’étude de la vie sur Terre, pour

comprendre les mécanismes de son apparition mais aussi ceux liés à sa

disparition. Mesurer l’étendue de la biodiversité est d’autant plus important à

l’heure où des changements environnementaux majeurs principalement dus aux

activités humaines, tels que les perturbations des paysages, la destruction des

habitats naturels et les changements climatiques, conduisent ou ont déjà conduit

à des extinctions massives (McGill et al., 2015; Ceballos et al., 2017).

1. J’utilise dans cette introduction le terme "procaryote" en étant conscient qu’il est tombé
en désuétude parce qu’il ne s’agit pas d’un groupe monophylétique et que son nom évoque
un caractère primitif, deux choses à éviter quand on est évolutionniste. Malgré tout, l’état de
la connaissance dans le domaine que je décris est différent pour les eucaryotes et les autres
organismes, auxquels il peut donc être utile de donner un nom. Remplacer par "bactéries
et archées" n’est plus vraiment pertinent car archée a les mêmes défauts que procaryote
(probablement non monophylétique (Guy and Ettema, 2011; Williams et al., 2012; Hug et al.,
2016; Williams et al., 2020) et étymologie qui évoque un caractère primitif). Énumérer les clades
monophylétiques dont il s’agit serait un peu fastidieux (bactéries et quelques clades d’archées) et
n’aurait pas de sens si c’est pour désigner finalement le monde vivant non eucaryote par un autre
nom. Donc procaryote est le plus commode pour mon introduction, et correspond à la littérature
dont je fais la revue.

2. GBIF.org (2021), Home Page : https://www.gbif.org.
3. Wikispecies (2021), Home page : https://species.wikimedia.org/wiki/Main_Page
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Figure 1.1 – La distribution du nombre d’espèces connues et décrites comparé a
la biodiversité vivante aujourd’hui sur Terre estimée, regroupées par grands groupes
taxonomiques. Nombre absolu d’espèces sur la gauche (orange=nombre estimé d’espèces
restant à décrire, bleu=déjà décrites). À droite : pourcentage d’espèces déjà décrites (vert)
et estimées inconnues (jaune). (copié depuis Chapman, 2009)
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Selon certains auteurs, il existerait actuellement entre 3 et 100 millions

d’espèces eucaryotes (May, 2010). Pour d’autres, c’est le chiffre de 8.7 millions

(±1.3 million) d’espèces eucaryotes qui est retenu (Mora et al., 2011), dont 2.2

millions (±0.18 million) d’espèces marines. Selon cette même étude, 86% des

espèces sur Terre et 91% dans l’océan seraient encore non décrites. Ces chiffres

sont en accord avec ceux publiés par Chapman (2009) dans un rapport mis à jour

régulièrement et qui détaille, pour chaque grand groupe taxonomique, le nombre

d’espèces décrites et le nombre d’espèces estimées (Figure 1.1 colonne de droite).

Selon cette étude, 95% des fungi resteraient à décrire, ainsi que 80% des insectes

et des arachnides et 20% des plantes ou des chordés, deux des groupes les plus

étudiés par la communauté scientifique.

Chez les procaryotes, les estimations du nombre d’espèces sont encore plus

variables et incertaines que chez les eucaryotes. Une des raisons est que la notion

d’espèce est souvent plus difficile à définir. Une autre est qu’une majorité de ces

organismes ne peuvent pas être cultivés, rendant leur description complexe (Lewis

et al., 2021, mais voir encadré 1 pour les apports de la métagenomique). Selon

Chapman (2009), seules quelques dizaines de milliers d’espèces procaryotes sont

décrites pour un peu moins de 1.5 millions d’espèces estimées (Figure 1.1). D’autres

auteurs (Locey and Lennon, 2016) soupçonnent même l’existence de milliards (10
9)

voire de billions (10
12) d’espèces procaryotes. Dans les deux cas, moins de 1% de

la biodiversité procaryote a été décrite et elle pourrait donc être bien plus grande

(de plusieurs ordres de grandeur) que celle des eucaryotes.

On notera des écarts importants dans les différentes estimations du nombre

d’espèces présentées plus haut. Cela s’explique par les différentes méthodes utilisées

pour ces estimations, qui font invariablement des approximations et ont des limites,

parfois bien identifiées (Figure 1.2). Tous les chiffres que j’ai présentés jusqu’ici

sont donc à prendre avec précaution.
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Figure 1.2 – Tableau des méthodes pour estimer le nombre global d’espèces et leurs
limites (copié depuis Mora et al., 2011).
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Box 1 : La métagénomique et l’exploration de la matière noire

biologique

Récemment, l’exploration de la matière noire biologique, c’est à dire de l’ensemble

de la diversité des micro-organismes non cultivables, est devenue en partie

accessible grâce à l’avènement de la métagénomique qui exploite les technologies de

séquençage de nouvelle génération (NGS). Cette méthode a permis entre autre la

découverte de nombreux procaryotes jusque-là inconnus, parmi lesquels le groupe

des Candidate Phyla Radiation (CPR, Figure 1.3) qui représenterait plus de 15%

de la diversité bactérienne totale (Brown et al., 2015; Hug et al., 2016).

Chez les archées, les approches métagénomiques et le séquençage de cellules

uniques ont permis d’obtenir le génome d’organismes auparavant non cultivés et

inconnus, et de nombreuses nouvelles lignées d’archées ont ainsi été découvertes.

Par exemple les Nanohaloarchaea (Narasingarao et al., 2012), les Aigarchaeota

(Nunoura et al., 2011) ou les Lokiarchaeota. Ce dernier phylum a été découvert par

séquençage métagénomique d’Archées des profondeurs marines non cultivables et

il est le premier représentant du superphylum Asgard, groupe frère des eucaryotes

(Spang et al., 2015).

Figure 1.3 – Arbre du vivant construit par Hug et al. (2016) contenant 92 phyla
bactériens, 26 phyla archées, et tous les phyla eucaryotes. Le phylum des CPR est
représenté en violet.
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Le manque de connaissances sur la biodiversité devient encore plus vaste si

l’on prend en compte les espèces qui sont maintenant éteintes. Comme le

remarquait Raup (1991) :

"To a first approximation, all species are extinct"

Cette affirmation découle d’un calcul simple : si de façon régulière (background

extinction) entre 0.01 et 1.0% d’espèces sont perdues par décennie (Costello et al.,

2013), sachant que l’apparition du premier organisme unicellulaire sur Terre

remonterait à près de 4 milliards d’années (Dodd et al., 2017), alors 99.99% des

espèces ayant vécu sur Terre seraient désormais éteintes (Raup, 1986; Kunin and

Gaston, 2012). Bien sûr, une espèce éteinte n’est pas forcément inconnue, car

l’étude des restes fossiles permet sa détection et sa caractérisation. Au cours des

200 dernières années, des dizaines de milliers de fossiles de plus de 1000 espèces

de dinosaures ont été trouvés, et en 2013, on comptabilisait presque 250 000

espèces fossiles décrites (Prothero, 2013). Cependant, le registre fossile est, lui

aussi, très incomplet et fortement hétérogène dans les temps géologiques et à

travers les clades et ne représenterait qu’une petite proportion de toutes les

espèces qui ont existé. Enfin, une grande part des espèces fossiles identifiées

seraient invalides ou redondantes. Par exemple, des 4861 fossiles de mammifères

nord-américains décrits, entre 24 et 31 % seraient invalides (Alroy, 2002). Enfin,

les procaryotes ne laissent pas de traces fossiles (Waggoner, 1996), à l’exception

des cyanobactéries (Schopf, 2012) dont l’organisation en biofilm et l’activité

métabolique entraîne, par une précipitation des carbonates, l’édification de

structures que l’on appelle des stromatolithes. La plus ancienne a été datée à 3.7

Milliards d’années (Allen et al., 2019).

En conclusion, nous ne connaissons qu’une qu’une infime fraction de la

biodiversité actuelle, et une fraction encore plus infime de la biodiversité éteinte

(Fig 1.4A). On pourrait donc compléter la citation de Raup (1991) ainsi :

"To a first approximation, all species are extinct", and most of those

that are not, are still unknown !

On qualifie généralement de biodiversité fantôme (voir l’encadré 2 pour l’origine

de ce terme) l’ensemble de la biodiversité inconnue, qu’elle soit éteinte ou non

(Figure 1.4B), par opposition à la biodiversité connue, décrite plus haut. Dans ce

manuscrit, je propose d’utiliser une définition légèrement différente de ce terme.

En effet, du point de vue d’un groupe d’espèces étudiées (Figure 1.4A), toutes les

autres espèces, qu’elles soient ou non connues, sont des fantômes. Je qualifierai

donc de "biodiversité fantôme" l’ensemble des espèces, éteintes ou non, qui ne sont

pas incluses dans une étude donnée (Figure 1.4 C).
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Figure 1.4 – Catégorisation de la biodiversité et définitions de la biodiversité fantôme.
A. La biodiversité totale contient l’ensemble des espèces éteintes et non éteintes. La
biodiversité connue représente une faible part ce cette biodiversité. C’est dans cette
biodiversité connue que sont échantillonnées les espèces étudiées par les scientifiques.
On peut citer deux formes de biodiversité fantôme : celle qui représente tout ce qui est
inconnu (B) ou celle qui représente tout ce qui n’est pas considéré dans le contexte d’une
étude (C). C’est cette dernière définition qui a été utilisée dans ce manuscrit.
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Box 2 : L’origine du terme "espèces fantômes"

C’est du domaine de la paléontologie que vient le terme d’"espèces fantômes"

(Ghost lineages en anglais, Norell MA, 1992). Cela représente le ou les chaînon(s)

manquant(s) entre deux registres fossiles ou entre une observation fossile et

l’observation des premiers descendants de ce clade fossile. De ce fait, il est

important de noter la distinction qui existe entre le terme "ghost lineages" utilisé

en paléontologie et celui que nous allons employer pour parler de l’ensemble de

la biodiversité manquante et/ou inconnue dans un arbre phylogénétique, tel que

l’arbre du vivant (Wills, 2007).

L’exemple classique utilisé en paléontologie pour illustrer cette notion d’espèces

fantômes est celui des Cœlacanthes. Ce sont des poissons pulmonés apparentés

aux tétrapodes primitifs. Pendant de nombreuses années, ce clade était considéré

comme éteint. Les seules traces d’existence de ce taxon étaient des relevés fossiles

datant du Dévonien (-420 à -360 millions d’années) jusqu’au Crétacé (-145 Ma à -66

Ma), aucun fossile n’ayant été retrouvé dans des sédiments plus jeunes. Cependant,

en 1938 une espèce vivante apparentée aux Cœlacanthes fut découverte le long

des côtes Africaines et plus récemment une population en Indonésie (Mahé et al.,

2021). Ce clade que l’on pensait éteint jusqu’alors, mais pour lequel des individus

actuels ont été trouvés, est nommé Lazarus (Figure 1.5). Ainsi l’intervalle de 80

millions d’années séparant les relevés fossiles et le taxon Lazarus est forcément

comblé par des espèces dont aucun fossile n’est connu et que l’on nomme alors des

espèces "fantômes".

Figure 1.5 – Les lignées fantômes en paléontologie. À gauche : Les fossiles d’un
organisme se trouvent dans des roches d’une tranche d’âge limitée. Au milieu : ensuite,
un fossile de l’organisme est ensuite découvert dans des roches des millions d’années
plus jeunes. À droite : cela suggérerait que l’organisme ne s’est pas éteint mais qu’il y
a une longue lacune dans le registre fossile de l’organisme. Figure tirée de Matt Wedel
(2010)
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1.1.2 L’arbre du vivant.

La biodiversité dont nous avons parlé dans la section précédente est le résultat

de l’évolution du vivant et de l’enchaînement d’événements de spéciations —

processus par lequel une lignée ancestrale se sépare en deux lignées soeurs — et

d’extinctions. Cette évolution buissonnante peut être représentée sous la forme

d’un arbre phylogénétique. La racine de cet arbre représente l’ancêtre commun à

tous les organismes, le plus récent dont seraient issues toutes les espèces connues,

aussi nommé "dernier ancêtre commun universel" (ou LUCA pour Last Universal

Common Ancestor). Chaque embranchement représente un événement de

spéciation et chaque feuille correspond à une espèce. Les liens évolutifs connus ou

suspectés de l’ensemble de la biodiversité peuvent être représentés dans ce qu’on

appelle l’arbre du vivant (Figure 1.6). De la même façon qu’il existe plusieurs

listes cataloguant la biodiversité, il existe plusieurs versions de cet arbre. La

taxonomie du NCBI (National Center for Biotechnology Information) comprend

plus de 1.4 millions d’espèces et permet de représenter un arbre du vivant

consensus représentant les liens de parenté largement acceptés dans la littérature

taxonomique actuelle. Cette version de l’arbre du vivant est visualisable avec

l’outil Lifemap (de Vienne, 2016) (Figure 1.6). Une autre version de l’arbre portée

par le projet Open Tree of Life (Hinchliff et al., 2015) synthétise les arbres

phylogénétiques de la littérature et y ajoute des données taxonomiques pour créer

un arbre du vivant de plus de 2.3 millions de feuilles. Comme vu précédemment,

notre connaissance actuelle de la biodiversité, et donc de son histoire évolutive,

est très fragmentaire ; au point que l’arbre du vivant tel que nous le connaissons

aujourd’hui est très majoritairement incomplet. Nous verrons dans la suite que

cette vision incomplète de l’arbre du vivant, et des arbres phylogénétiques en

général, a des conséquences importantes sur notre capacité à détecter des

événements pourtant majeurs en évolution : les flux de gènes horizontaux.
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Figure 1.6 – Représentation d’un morceau de l’arbre du vivant, ici les Deutérostomiens,
avec l’outil Lifemap (de Vienne, 2016)

1.2 Des flux de gènes omniprésents dans l’arbre

du vivant

L’arbre du vivant, et les arbres phylogénétiques en général, représentent à la

fois la diversité des espèces, une façon de les classer, et cette succession

d’évènements de spéciation et d’extinction Cependant, les gènes portés par les

organismes ne suivent pas toujours les branches (évolution verticale) de cet arbre

et peuvent avoir des histoires évolutives plus complexes. Les phénomènes de flux

de gènes (évolution horizontale) entre organismes sont un des mécanismes qui

brise la barrière de l’espèce, donnant une forte porosité à travers l’ensemble du

vivant et surtout entre la zone "fantôme" de la biodiversité et les zones étudiées

(1.4C).

1.2.1 Des flux géniques à toutes les échelles

Les évènements de flux de gènes sont des phénomènes de transmission de

matériel génétique à travers les frontières des espèces qui peuvent se produire à
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toutes les échelles dans l’arbre du vivant. En outre, ces échanges sont un moteur

majeur de l’évolution que ce soit chez les procaryotes (Syvanen, 1985; Koonin

et al., 2001; Boto, 2010; Hall et al., 2017) ou chez les eucaryotes (Keeling and

Palmer, 2008; Szöllősi et al., 2015). On distingue trois grandes catégories de

mécanismes moléculaires à l’origine de ces flux de gènes. Les transferts

horizontaux de gènes correspondent au transfert et à l’intégration de matériel

génétique d’un organisme à un autre, étudié principalement chez les procaryotes

mais apparemment possible aussi chez les eucaryotes. Les introgressions sont

dues à l’hybridation entre individus de deux populations plus ou moins éloignées

génétiquement, ces hybridations sont courantes chez les organismes à

reproduction sexuée. Enfin l’endosymbiose désigne l’acquisition de matériel

génétique par une cellule hôte par la fusion de la cellule d’un autre organisme

procaryote. Ces mécanismes sont présentés en détails dans les 3 parties suivantes.

Le transfert horizontal de gènes

La "transformation" des bactéries, dont la cause a été identifiée plus tard

comme des transferts d’ADN, a été décrite en premier par Frederick Griffith en

1928 (Griffith, 1928). Il a montré que des bactéries pneumocoques non virulentes

pouvaient devenir pathogènes par simple contact avec des bactéries virulentes.

C’est bien plus tard, en 1944, que ce mécanisme a été identifié comme étant un

échange d’ADN entre organismes (Avery et al., 1944).

Il existe plusieurs mécanismes qui permettent le transfert de matériel génétique

entre espèces (Thomas and Nielsen, 2005) :

1. Transformation : certaines espèces de procaryotes ont la capacité de siphonner

l’ADN présent dans leur entourage et de l’incorporer à leur propre génome ;

2. Transduction : les virus peuvent parfois encapsuler des fragments d’ADN des

cellules qu’elles infectent. Par la suite, ces mêmes virus vont pouvoir infecter

d’autres organismes avec la possibilité de transmettre ces fragments d’ADN ;

3. Conjugaison : certaines bactéries peuvent s’échanger de l’ADN par le biais

de "pili sexuels" qui permettent de créer un lien physique entre les deux

organismes ;

4. "Gene transfer agent" : les bactéries ont la capacité de produire des capsides

ressemblant à des virus qui contiennent de l’ADN. Ces capsides peuvent être

transférées à d’autres bactéries.
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Grâce à l’émergence du séquençage génomique, l’ampleur et l’importance de

ces transferts pour l’évolution des procaryotes a pu être réalisé. Ces échanges sont

une des forces majeures à l’origine de leur évolution. Ils sont fortement impliqués

dans la propagation rapide des résistances aux antibiotiques, mais aussi dans

l’adaptation à de nouveaux environnements (Ochman et al., 2000). Les

phénomènes de flux de gènes sont tellement fréquents, particulièrement les

transferts horizontaux omniprésents chez les procaryotes, qu’ils ont conduit

certains auteurs à questionner et remettre en cause la notion d’arbre pour décrire

l’évolution des ces organismes (Woese, 2004).

Chez les eucaryotes l’importance des transferts horizontaux est souvent

considéré comme limitée (Keeling and Palmer, 2008). Il existe des barrières

capables de les empêcher, comme par exemple la séparation des cellules

germinales et somatiques chez les animaux. Des événements d’échanges d’ADN

provenant de bactéries ou de virus vers les plantes, les fungi et même les animaux

ont néanmoins été identifiés (Husnik and McCutcheon, 2018). C’est évènement

sont pourtant répandu chez les organismes unicellulaires comme les protistes

(Huang et al., 2004). Chez les eucaryotes multicellulaires, ces transferts sont plus

rare mais pas inexistant. Chez certain animaux la prévalence de ces évènement de

transfert est même très haute. Par exemple des centaines gènes chez les Bdelloid

rotifers auraient été acquis horizontalement (Eyres et al., 2015). Dans les deux

sections suivant sont présenté deux mécanisme (que l’on distingue des transferts

horizontaux) l’introgression et l’endosymbiose, qui permettent aussi des flux de

gènes chez les eucaryotes multicellulaires.

L’introgression

Chez tous les organismes à reproduction sexuée, comme les plantes et les

animaux, l’introgression est le résultat de l’hybridation de deux individus

appartenant à deux populations distinctes plus ou moins distantes génétiquement

(Harrison and Larson, 2014). Cette hybridation est suivie par de nombreux

croisements entre les individus hybrides et non-hybrides d’un des parents de sorte

qu’il ne reste que quelques traces du génome de l’autre parent dans la population

après un certain temps. Bien que cette transmission de matériel génétique se fasse

de manière verticale du point de vue des individus (par reproduction sexuée), in

fine au niveau populationnel (et donc au niveau des espèces comme on travaille

souvent avec un seul individu d’une population) elle se reflète par un transfert
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d’ADN de l’espèce d’un des parents vers l’autre. Enfin, ces événements sont

régulièrement liés à l’acquisition d’allèles et de traits avantageux (Huerta-Sánchez

et al., 2014) ou à des événements de radiation adaptative (Edelman et al., 2019).

Par exemple, ces mécanismes ont fortement influencé l’évolution des humains

modernes. De nombreux événements d’hybridation et d’introgression ont été

décrits (Dannemann and Racimo, 2018), le plus documenté étant l’introgression

entre l’humain de Néandertal et l’humain moderne non-Africain. Les génomes des

descendants de ces non-Africains contiendraient environ 2% d’ADN provenant de

Homo neanderthalensis (Green et al., 2010). L’ensemble de ces fragments d’ADN

représenterait environ 20% du génome de Néandertal (Vernot and Akey, 2014).

L’endosymbiose

L’endosymbiose est un cas particulier de flux de gènes. On parle

d’endosymbiose lorsqu’un organisme hôte "internalise" une autre cellule. La cellule

ainsi engloutie est alors nommée endosymbionte. De fait les gènes portés par cet

endosymbionte apparaissent comme ayant été acquis de façon horizontale

comparés au reste du génome de l’hôte. L’apparition de la cellule eucaryote aurait

pour origine une cellule hôte pré-eucaryote, ancêtre des cellules eucaryotes, qui

aurait intégré par endosymbiose une organelle dérivée d’un endosymbionte

Alphaproteobacterien, et aurait par la suite évolué pour former la mitochondrie.

En effet, les gènes qui codent pour la mitochondrie sont plus proches de gènes

bactériens que de n’importe quels gènes eucaryotes (Andersson et al., 2003; Poole

and Gribaldo, 2014; Pittis and Gabaldón, 2016). De façon similaire, la première

acquisition des chloroplastes peut être attribuée à un événement d’endosymbiose

d’une cyanobactérie. Ce plastide se serait par la suite transféré à travers plusieurs

clades par l’enchaînement d’évènements d’endosymbiose (Bhattacharya and

Medlin, 1995; Strassert et al., 2021).

1.2.2 La détection des flux de gènes

Quel que soit l’événement considéré (transfert horizontal, introgression,

endosymbiose), le résultat est le même : l’incorporation de fragments d’ADN dans

le génome d’un organisme receveur, provenant d’une autre espèce ou d’une autre

population. Ces fragments auront suivi une histoire évolutive différente de celle
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du reste du génome. L’étude de la composition nucléotidique de ces séquences

(leur taux de GC par exemple) ou de leur histoire évolutive (à travers la

reconstruction de leurs arbres phylogénétiques) peut permettre de les identifier et

de les étudier. Il existe une grande variété de méthodes pour détecter les flux de

gènes, leurs principes généraux sont présentés dans les sections suivantes et sont

illustrés dans la figure 1.7.

Notons que la détection des flux de gènes n’est pas une tâche aisée (Ravenhall

et al., 2015) et les méthodes développées dans ce but manquent souvent de

précision. En règle générale, différentes méthodes infèrent des événements très

différents pour un même jeu de données ce qui rend difficile l’évaluation de nos

capacités réelles à détecter de façon exacte ces flux de gènes. Je reviendrai sur ce

point dans la discussion.

Les méthodes paramétriques

Les méthodes dites paramétriques sont celles qui exploitent les variations de

composition des séquences. Si la composition génétique de fragments d’ADN est

éloignée de celle du reste du génome, il est possible que ces fragments aient été

acquis de façon horizontale (Daubin et al., 2003). Certaines de ces méthodes se

basent sur la composition en nucléotides "GC" de l’ADN. Le contenu en bases G

et C des génomes est très variable dans le monde vivant, celui-ci pouvant

représenter entre 13% et 80% de l’ADN d’un organisme (Ravenhall et al., 2015).

Un fragment d’ADN avec un taux de GC qui diffère significativement du taux de

GC du reste du génome (Figure 1.7 (1)) peut être considéré comme un bon

candidat de gène acquis horizontalement (Guindon and Perriere, 2001). D’autres

méthodes utilisent de la même façon les variations d’usage du code, i.e. le fait que

certains codons soient préférentiellement utilisés, et que cette préférence ne soit

pas la même pour les gènes horizontalement acquis que pour les autres gènes du

génome de l’hôte (Becq et al., 2010).

Les méthodes phylogénétiques

L’accumulation des données génomiques a permis le développement de

méthodes qui utilisent les arbres phylogénétiques pour détecter les flux de gènes.

Ces méthodes comparent les arbres phylogénétiques de gènes et d’espèces et
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Figure 1.7 – Aperçu des méthodes d’inférence des transferts horizontaux de gènes et
d’autres formes de flux de gènes. (1) Les méthodes paramétriques déduisent les flux de
gènes (ici présenté sous la forme d’un HGT) en calculant une statistique, ici le contenu
GC, pour une fenêtre glissante et en la comparant à l’ensemble du génome, le contenu
en GC moyen indiquée ici entre les deux lignes horizontales rouges. Les régions avec
des valeurs atypiques sont déduites comme ayant été transférées horizontalement. (2)
Les approches phylogénétiques reposent sur les discordances entre les arbres de gènes et
les arbres d’espèces qui résultent des flux de gènes. a : Les méthodes phylogénétiques
implicites contournent la reconstruction de l’arbre génétique, par exemple, en examinant
les écarts entre les distances par paires entre les gènes et leurs espèces correspondantes.
b : Les méthodes phylogénétiques explicites reconstruisent les arbres phylogénétiques
et déduisent les événements de flux de gènes susceptibles d’expliquer les discordances
observées (copié de Ravenhall et al., 2015).
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utilisent les discordances observées entre leurs topologie (Figure 1.7 (2)) ou les

longueurs de branches pour détecter des transferts (et d’autres types

d’événements évolutifs). Durant ma thèse, j’ai exclusivement utilisé ce type de

méthodes, en particulier le test ABBA-BABA (Green et al., 2010; Durand et al.,

2011), une méthode dite de "réconciliation" (ALE, Szöllősi et al. (2015)), ainsi que

des méthodes utilisant les longueurs de branche des arbres. Je décris ci-dessous le

principe général de ces trois approches de détection des flux de gènes. Les

méthodes paramétriques, décrites au-dessus, basées sur les variations de la

composition des séquences sont implicitement incluses dans les méthodes

phylogénétiques puisque les variations de contenu en GC des séquences

transférées (par exemple), vont se refléter dans les arbres phylogénétiques des

gènes (voir Figure 1.7).

Le test ABBA-BABA Le test ABBA-BABA est devenu populaire suite à son

utilisation pour identifier l’évènement d’introgression entre l’Humain de Néandertal

et l’Humain moderne non-Africain (Green et al., 2010; Durand et al., 2011). Sa

facilité d’utilisation et sa simplicité d’interprétation en font un test couramment

utilisé pour inférer des flux de gènes chez les eucaryotes (les papiers de Durand

et al. (2011) et Patterson et al. (2012), dans lesquels le test est formalisé, sont

respectivement cités plus de 800 et 1200 fois).

Le test d’introgression ABBA-BABA est aussi appelé statistique-D

(D-statistic). Il considère 3 populations composant un groupe interne (P1, P2,

P3) et un groupe (ou population) externe (O) avec une topologie en "échelle"

((((P1),P2),P3),O) (Figure 1.8, haut). L’idée est de rechercher deux motifs de

polymorphisme nucléotidique (ou SNP pour Single-Nucleotide Polymorphism)

biallélique notés "ABBA" et "BABA", avec "A" l’état ancestral (toujours porté par

le groupe externe O) et "B" l’allèle dérivé. L’hypothèse nulle que fait ce test est

que dans un scénario d’évolution strictement vertical et sans flux de gènes, les

deux motifs apparaîtront seulement par tri de lignées incomplet (ILS pour

Incomplete Lineage Sorting) et seront donc observés en fréquences égales. Dévier

de cet attendu, i.e. l’excès d’un des deux motifs, sera interprété comme une

introgression entre deux lignées du groupe interne. Pour tester l’existence d’un

excès d’un des motifs, on calcule la statistique-D (équation au centre de la Figure

1.8). Si un excès du motif ABBA est observé, alors D est positif, et

l’interprétation du test est qu’une introgression a eu lieu entre P2 et P3 (Figure

1.8, en bas à gauche). Le test ne permet pas d’identifier le sens d’introgression.
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Inversement, si le motif BABA est en excès, alors D est négatif et l’interprétation

est qu’une introgression a eu lieu entre P3 et P1 (Figure 1.8, en bas à droite).

Figure 1.8 – Description du test ABBA-BABA. Gauche, étant données quatre
populations P1,P2,P3,O avec la topologie ((((P1),P2),P3),O) et les deux motifs de
SNPs ABBA et BABA. Droite, on calcul la statistique-D pour tester si un événement
d’introgression existe entre P1 ou P2, et P3. Une valeur de statistique-D positive est due
à un excès du motif ABBA et est interprétée comme une introgression entre P3 et P2
(flèche orange). À l’inverse, une statistique-D négative due à un excès du motif BABA est
interprétée comme une introgression entre P1 et P3 (flèche verte) (Tricou et al., 2021).

La réconciliation d’arbres de gènes et d’arbre d’espèces Un des outils de

détection des transferts horizontaux utilisé dans cette thèse est la "réconciliation"

d’arbres. Le principe de cette méthode est de comparer l’histoire évolutive des

espèces considérées, sous la forme d’un arbre d’espèces, aux histoires évolutives

des gènes portés par ces espèces, les arbres de gènes (Figure 1.9). Si des

différences sont observées entre un arbre d’espèces et un arbre de gènes, les

méthodes de réconciliation vont tenter de proposer des événements évolutifs

permettant d’expliquer ces différences, et donc de "réconcilier" ces deux arbres.

Les événements en question sont des duplications de gènes, des pertes de gènes et

des transferts horizontaux de gènes (Menet et al., 2021).

Dans mes travaux de thèse la majorité des réconciliations ont été calculées

avec l’outil de réconciliation ALE (Amalgamated Likelihood Estimation) (Szöllősi
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et al., 2015). Ce programme présente plusieurs avantages comparé à d’autres

outils disponibles et fonctionnant sur le même principe, comme ecceTera (Jacox

et al., 2016), Notung (Chen et al., 2000), RANGER-DTL (Bansal et al., 2018) ou

AnGST (David and Alm, 2011). Premièrement, ALE a été développé par Gergely

J. Szöllősi, un ancien membre du laboratoire où j’ai effectué ma thèse, et

co-développé par certains membres encore présents dans mon équipe.

Deuxièmement, là où la majorité des autres outils de réconciliation nécessitent de

donner comme information les taux (ou coûts) des différents événements évolutifs

considérés (Duplication, Transfert, Perte), taux qui nous sont très généralement

inconnus, ALE est capable de les estimer par une approche probabiliste. Cela

permet aussi d’avoir des scores pour les transferts qui sont inférés, ces scores

représentant les probabilités a posteriori de chaque évènement.
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Figure 1.9 – Dans cet exemple fictif de réconciliation phylogénétique, le tube épais est
l’arbre d’espèces. Les lignes à l’intérieur représentent l’histoire évolutive d’un gène. Ce
gène ne suit pas partout l’histoire des espèces échantillonnées. En particulier, il est porté
un moment dans une espèce inconnue, puis se transfère (modifié de Tannier et al. (2019)).

L’utilisation des tailles des branches dans les arbres phylogénétiques

Une autre façon de détecter les flux de gènes est de comparer les distances

évolutives ou similarités entres séquences représentées dans des arbres par les

longueurs des branches. Une conséquence des flux de gènes, autre que le

changement de la topologie de l’arbre de gènes, est la diminution des longueurs

des branches qui les séparent les espèces porteuse des gènes échangés. Les

méthodes comme le D3 (Hahn and Hibbins, 2019), DIP (Forsythe et al., 2020) ou
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encore le DCT et BLT (Suvorov et al., 2020) utilisent cette réduction des

longueurs des branches dans les arbres de gènes qui sont transférés pour identifier

les flux de gènes.

Par exemple, la méthode du D3 (une méthode dérivée du test ABBA-BABA

présenté plus haut, Figure 1.10) compare la longueur des branches de toutes les

familles de gènes sur 3 espèces ((A,B),C) pour détecter de l’introgression. Deux

topologies alternatives, ne suivant pas celle de l’arbre d’espèces, peuvent survenir

à cause de l’ILS ou de flux de gènes : ((B,C),A) ou ((A,C),B) (Figure 1.10 a et b).

Une introgression entre deux lignées va réduire la distance qui les sépare dans les

arbres des gènes transmis. Le D3 se calcule de la même façon que la statistique-D,

mais au lieu de compter le nombre de motifs de SNP ici on compare la somme des

distances séparant B et C à celles séparant A et C à travers l’ensemble des arbres

de gènes. Plusieurs autres méthodes exploitent le signal des distances évolutives et

des longueurs de branches pour détecter les flux de gènes (Novichkov et al., 2004;

Huang et al., 2014; Adato et al., 2015; Suvorov et al., 2020; Susko et al., 2021).

Cet attendu est aussi utilisé pour résoudre certaines questions évolutives en

présence de flux de gènes. Dans (Fontaine et al., 2015), les auteurs tentent de

résoudre la phylogénie des espèces du complexe Anopheles gambiae face à de

nombreux évènements d’introgression à travers tout le clade. Leur hypothèse est

que la vraie topologie de l’arbre d’espèces correspond à celle qui a les longueurs

de branches les plus longues et donc non affectée par les flux de gènes. Flux de

gènes qui auraient autrement diminué la longueur des branches. Une autre façon

d’utiliser les longueurs de branches est décrite par Pittis and Gabaldón (2016).

Celles-ci sont utilisées pour ordonner chronologiquement les différents évènements

de flux de gènes reçus par un organisme. Pour un emsemble de gènes qui a été

acquis horizontalement par le même organisme, plus les branches séparant

donneur et receveur sont longues plus l’évènement de flux de gènes est ancien,

inversement plus elles sont courtes plus l’événement est récent. Je reviendrai sur

ces trois méthodes plus en détails dans le chapitre 4.

30



Figure 1.10 – Utiliser la longueur des branches pour détecter les flux de gènes, le
test D3. Ce test considère trois espèces A, B et C avec la topologie ((A,B),C). Deux
topologies alternatives peuvent survenir à cause de l’ILS ou de flux de gènes (a et b).
Dans un scénario d’évolution avec seulement de l’ILS et pas de flux de gènes, les valeurs
attendues des sommes des distance séparant B à C et A à C sont exactement les mêmes. Si
l’une des valeurs est supérieure à l’autre, alors il y a suspicion d’introgression. On calcule
le D3 pour tester cette hypothèse. Un D3 positif est interprété comme une introgression
entre B et C et un D3 négatif comme une introgression entre A et C. Tout comme le
test ABBA-BABA, ce test ne permet pas d’évaluer le sens de l’introgression (modifié de
Hahn and Hibbins (2019)).

1.3 Pourquoi les lignées fantômes pourraient

entraver notre capacité à détecter les flux

de gènes

En règle générale, les méthodes phylogénétiques pour la détection des flux de

gènes se basent sur l’hypothèse que, pour un gène transféré horizontalement, les

versions portées par le donneur et le receveur vont être plus proches l’une de

l’autre qu’attendu par leur lien de parenté dans l’arbre d’espèces. Ce

rapprochement se reflète dans un arbre de gènes par le branchement de l’espèce

porteuse du gène reçu à côté de l’espèce porteuse du gène donné (Figure 1.7 2b).

Ce rapprochement est également visible via une diminution des longueurs des

branches qui les séparent puisque la distance évolutive qui sépare les deux gènes

est plus courte, leurs séquences étant d’autant plus similaires que le transfert est

récent. Cependant, cette hypothèse ne peut être vérifiée que si l’on dispose d’une

connaissance exhaustive de la biodiversité pour faire ce genre de comparaisons.
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La justification est illustrée dans la figure 1.11. Prenons d’abord les cas A et

B qui illustrent respectivement des transferts entre Sp3 et Sp2 ou entre Sp3 et

Sp1 (Figure 1.11, gauche). Dans les deux cas on observe dans les arbres de gènes

(Figure 1.11, centre) un rapprochement phylogénétique du donneur et du receveur.

Dans le cas A, le gène porté pas Sp3 est le frère du gène porté par Sp2. Dans le

cas B, le gène porté pas Sp3 est le frère du gène porté par Sp1. De plus on observe

une diminution des longueurs de branches (illustré par les T1 et T2 dans les quatre

arbres de la figure 1.11) qui séparent Sp3 et Sp2 (cas A) et Sp1 (cas B).

Maintenant prenons le cas C (Figure 1.11, droite), d’un gène transféré provenant

d’une espèce fantôme X et reçu par Sp2. On observe que les gènes portés par Sp3

et Sp1 sont frères dans cet arbre de gènes, on retrouve alors la même topologie

que l’arbre de gènes du cas B. Dans ce contexte la topologie observée n’est pas

due à un rapprochement de Sp3 et Sp1 mais est due au fait que le gène porté par

Sp2 est plus profond dans l’arbre, là où brancherait le gène porté par la lignée

donneuse X. De plus, on va observer une augmentation des distances évolutives qui

séparent Sp2 à Sp3 et Sp2 à Sp1, ce qui se reflète par de plus longues branches

dans l’arbre de gènes. En effet, T1 et T2 dans l’arbre C sont plus grands que T1

et T2 dans l’arbre d’espèces à gauche.

Les espèces fantômes et les transferts provenant de celles-ci inversent donc les

hypothèses à la base de la détection des flux de gènes. Dans le cas C, ce que l’on va

observer, si l’on n’a pas la connaissance de la présence d’espèces fantômes, est la

proximité phylogénétique des gènes portés par Sp1 et Sp3 comparée à la topologie

de l’arbre d’espèces décrite par l’arbre de gauche. Sans a priori la décision la plus

parcimonieuse pour ce scénario est d’inférer un transfert entre Sp1 et Sp3.

Il est raisonnable de penser que les flux de gènes ont toujours existé (Woese,

1998; Gogarten et al., 2008). Ainsi, plus un flux de gènes est profond dans un arbre

phylogénétique, et donc ancien, plus il y a de chance que la lignée donneuse soit

désormais éteinte et n’ait laissé aucun descendant. Une observation similaire peut

être faite si on considère les nombreuses espèces inconnues et non-échantillonnées

dans les analyses phylogénétiques comme potentielles origines de transfert. Plus la

quantité de lignées absentes d’une analyse est élevée, ce qui semble être la règle

plutôt que l’exception, plus il y a de chances que la lignée donneuse soit elle aussi

absente de l’arbre phylogénétique considéré tout comme ses descendants. On peut

donc légitimement se poser la question de l’impact réel des lignées fantômes sur

notre capacité à détecter des flux de gènes.
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Dans cette thèse, je montre que la non prise en compte de lignées fantômes

conduit plus souvent à la détection de transferts de gènes artefactuels qu’à

l’identification de vrais évènements évolutifs. Je montre aussi qu’une conscience

accrue de l’impact des lignées fantômes sur la détection des flux de gènes pourrait

permettre de détecter des goupes fantômes et de les placer dans l’arbre du vivant.

Figure 1.11 – Effet des flux de gènes provenant d’espèces connues et fantômes sur la
topologie et la longueur des branches des arbres phylogénétiques des régions correspondant
à des fragments d’ADN transférés. Un transfert provenant d’une lignée fantôme (X et
scénario C) produit une phylogénie avec des tailles de branches plus longues comparée
à l’arbre d’espèces. Alors que des transferts entre espèces échantillonnées produisent le
résultat opposé (scénarios A et B). De plus, les topologies des arbres de gènes résultant
des scénarios C et B sont identiques alors que les événements de transferts impliquent
un duo de donneur et receveur complètement différent (X et Sp2 dans le cas C et Sp3 et
Sp1 dans le cas B).

1.4 Motivations et Objectifs

Les flux de gènes, des phénomènes omniprésents dans l’arbre du vivant,

constituent une force évolutive majeure qui façonne l’évolution d’une grande part

de la biodiversité (Syvanen, 1985; Koonin et al., 2001; Keeling and Palmer, 2008;

Boto, 2010; Szöllősi et al., 2015; Hall et al., 2017). Ils ont longtemps été

considérés comme une source d’erreur en phylogénétique et phylogénomique car

ils compliquent la reconstruction des arbres phylogénétiques. Depuis le début des

années 2000, cependant, plusieurs auteurs et autrices ont réalisé qu’ils étaient en

réalité une riche mine d’information pour reconstruire l’histoire évolutive des

organismes. Ils ont ainsi été utilisés pour raciner l’arbre du vivant (Abby et al.,

2012), pour améliorer la reconstruction d’arbres de gènes et d’espèces (Szöllősi

et al., 2015; Morel et al., 2019) ou encore pour dater les arbres d’espèces (Davín

et al., 2018).
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Un aspect largement négligé dans l’étude des flux de gènes, cependant, est

l’impact que les espèces éteintes ou non encore connues, qui représentent la

majeure part de la biodiversité, ont sur leur détection. le rôle que jouent ces

lignées fantômes dans l’étude des flux de gènes a été largement négligé, par

omission ou parce qu’elles ont été considérées, sans justification, comme une

source de bruit de fond qui pouvait être ignoré.

Pourtant, et comme remarqué précédemment par Maddison (1997a) et Galtier

and Daubin (2008), la surabondance des espèces fantômes comparée à la diversité

connue et la très grande fréquence à laquelle se font les flux de gènes dans l’arbre

du vivant impliquent que certains gènes, présents dans des espèces observables

aujourd’hui, seraient apparus ou auraient évolué pendant un certain temps dans

des lignées qui sont maintenant éteintes, ou nous sont simplement inconnues. Ce

constat est à l’origine de mes travaux et de cette thèse. Il a aussi plusieurs

implications : premièrement, que détecter les flux de gènes sans considérer la

participation complète des espèces fantômes peut être source d’erreurs lorsqu’on

cherche à les détecter. Deuxièmement, que les fragments d’ADN transférés

horizontalement pourraient apporter des indices sur la nature et l’existence de la

biodiversité fantôme.

L’absence de considération des espèces fantômes pour l’étude des flux de gènes

et l’impact que cette biodiversité inconnue peut avoir sur les méthodes classiques

utilisées en phylogénétique sont des problèmes que l’on commence tout juste à

identifier et explorer. La maigre quantité de données génomiques et l’absence de

méthodes de détection des flux de gènes suffisamment développées ne

permettaient jusqu’alors pas d’évaluer ou de quantifier de tels effets. De plus, les

méthodes d’inférence, comme celles qui permettent de détecter les flux de gènes,

sont testées et validées sur des données simulées (Biller et al., 2016). Or l’absence

de méthode permettant la simulation in silico de génomes et de flux de gènes avec

la participation intégrante des espèces fantômes explique que le problème qu’elles

peuvent représenter n’ait que récemment été identifié. Le développement de l’outil

de simulation Zombi auquel j’ai participé a contribué à mettre en avant ce

problème. Ainsi, la communauté scientifique commence seulement à réaliser

l’impact et l’importance de l’étude des lignées fantômes (Martin Kuhlwilm et al.,

2019; Ottenburghs, 2020).

Mon travail pendant cette thèse propose une exploration de l’impact des

espèces fantômes sur la détection des flux de gènes. Je présente également une
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méthode exploitant les traces d’ADN transféré par des espèces fantômes dans des

espèces vivantes comme un signal permettant de détecter la diversité inconnue.

Les résultats présentés sont rédigés sous la forme d’articles en anglais car pour au

moins trois d’entre eux ils sont destinés à être - ou sont déjà - publiés dans des

revues scientifiques. Le premier article (Davín et al., 2020), présente Zombi, un

outil bioinformatique que j’ai participé à développer et qui permet la simulation

d’arbres d’espèces, de génomes et de séquences tout en prenant en compte les

espèces fantômes (Chapitre 2). Le second manuscrit, soumis à Systematic Biology

(2e révision soumise), examine la robustesse de l’un des tests les plus courants de

détection de l’introgression, le test ABBA-BABA (ou statistique-D), à la présence

d’espèces fantômes (Chapitre 3). Le troisième manuscrit revient sur trois études

qui se basent sur les tailles de branches dans les arbres phylogénétiques pour

détecter de l’introgression, trouver de "bons" marqueurs pour la reconstruction

phylogénétique et dater des évènements de flux de gènes. Les trois méthodes

utilisées sont réévaluées à la lumière de l’existence probable d’espèces fantômes et

les conclusions de ces études sont réévaluées (Chapitre 4). Le quatrième

manuscrit, de format court, présente une démonstration théorique de la

possibilité d’exploiter la détection des gènes transférés depuis des espèces

fantômes pour détecter des clades encore inconnus (Chapitre 5).

Pour finir, au cours de ma thèse j’ai eu l’occasion de collaborer sur plusieurs

autres projets. Le premier porte sur l’évolution de la taille des génomes des

drosophiles, le contenu en éléments transposables et la taille efficace des

organismes (Annexe 1). Le second s’inscrit dans le projet de thèse de Djivan

Prentout et porte sur la description d’une paire de chromosomes sexuels

homologues entre deux espèces, Cannabis sativa et Humulus lupulus (Annexe 2).

Le troisième projet vise à détecter des échanges de traits linguistiques entre

différentes langues en utilisant les outils de détection des flux de gènes de la

biologie évolutive, comme le test ABBA-BABA (Annexe 3). Enfin, le quatrième

projet s’inscrit dans le projet de thèse de Julien Joseph et porte sur l’évolution de

la recombinaison chez les canidae (Annexe 4).
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2
Simuler des espèces éteintes avec

Zombi

Les outils de simulation de l’évolution in silico sont fréquemment utilisés pour

l’évaluation de la robustesse des méthodes d’inférence statistique, fournissant des

scénarios contrôlés dans lesquels des informations complètes sur les modèles et les

processus d’évolution sont disponibles. Il est courant d’utiliser des simulations, en

phylogénie ainsi que dans l’étude de la diversité biologique et ses origines, pour avoir

une meilleure intuition et compréhension du vivant. Ces deux dernières décennies,

un grand nombre de simulateurs d’arbres d’espèces et d’arbres de gènes ont été

développés. Une grande partie de ces outils ont été développés pour répondre à un

besoin particulier (Table 2.1) ou pour répondre à une question biologique précise

(Mallo et al., 2016). Une des limitations majeures de ces outils est qu’aucun ne

considère les espèces fantômes, ils ne simulent que des lignées vivantes.

36



Table 2.1 – Comparaison des fonctionnalités disponibles dans les principaux simulateurs
d’évolution. Zombi (Davín et al., 2020), ALF (Dalquen et al., 2012), SimPhy (Mallo
et al., 2016), EvolSimulator (Beiko and Charlebois, 2007), GenPhyloData (Sjöstrand
et al., 2013) et SaGePhy (Kundu and Bansal, 2019). Il est reporté si les outils possèdent
ou non les fonctionnalités suivantes : simuler des arbres d’espèces, des arbres de
gènes (niveau du génome, ce qui signifie qu’il considère la structure du génome, et
les relations de contiguïté physique des gènes dans un génome), des séquences (niveau
des séquences ADN et ou ARN), la présence de lignées éteintes (Espèces éteintes), la
possibilité d’échantillonner des espèces intégrées dans le simulateur et d’élaguer les arbres
génétiques selon les espèces échantillonnées (Échantillonnage), la simulation de régions
intergéniques, la sortie d’arbres réconciliés, simule la fusion et la fission des gènes (Fusion
de gènes) ou simule du trie de lignées incomplet (ILS).

Dans ce chapitre est présenté Zombi (Davín et al., 2020), un simulateur

d’arbres d’espèces, de génomes et de séquences qui prend explicitement en compte

l’évolution des génomes dans les espèces fantômes, éteintes ou

non-échantillonnées. Les simulateurs comme SimPhy (Mallo et al., 2016) ou

SaGePhy (Kundu and Bansal, 2019) font l’hypothèse implicite que lors d’un

transfert de gènes, le donneur du transfert laisse toujours un descendant survivant

parmi les espèces échantillonnées, ils ont une connaissance implicite du futur.

Zombi, au contraire, ne prend pas en compte le futur, ou l’information de quelles

lignées vont disparaître ou apparaître, pour déterminer qui sont les donneurs et

receveurs d’un événement de transfert de gènes. Faire cette hypothèse d’absence

d’espèces cachées peut pourtant grandement entraver la simulation de scénarios

d’évolution plus proche de l’état de la biodiversité actuelle. Le développement de

méthodes pour la simulation des espèces fantômes est un atout pour l’étude de

cette diversité cachée et de son impact sur la détection des flux de gènes et

d’autres processus évolutifs.

37



Phylogenetics

Zombi: a phylogenetic simulator of trees, genomes

and sequences that accounts for dead linages
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Abstract

Summary: Here we present Zombi, a tool to simulate the evolution of species, genomes and sequences in silico,

that considers for the first time the evolution of genomes in extinct lineages. It also incorporates various features

that have not to date been combined in a single simulator, such as the possibility of generating species trees with a

pre-defined variation of speciation and extinction rates through time, simulating explicitly intergenic sequences of

variable length and outputting gene tree—species tree reconciliations.

Availability and implementation: Source code and manual are freely available in https://github.com/AADavin/ZOMBI/.

Contact: aaredav@gmail.com

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

1 Introduction

Reconstructing the pattern of horizontal gene transfers between spe-
cies can help us date the origin of different taxa (Davı́n et al., 2018;
Wolfe and Fournier, 2018), understand the spread of genes of clinic-
al importance (Lerminiaux and Cameron, 2019) and resolve diffi-
cult phylogenetic questions, such as inferring the rooting point of
prokaryotic trees (Abby et al., 2012; Szöll}osi et al., 2012; Williams
et al., 2017) or the evolutionary position of certain lineages of un-
clear origin (Boussau et al., 2008). In the last decades, a large num-
ber of simulators have been developed to model a wide range of
evolutionary scenarios (Beiko and Charlebois, 2007; Carvajal-
Rodrı́guez, 2008; Dalquen et al., 2012; Kundu and Bansal, 2019;
Mallo et al., 2016; Sjöstrand et al., 2013) but none so far have con-
sidered the existence of extinct lineages and the horizontal transmis-
sion of genes (by lateral gene transfers) involving species that are not
represented in the phylogeny (Fournier et al., 2009; Szöll}osi et al.,
2013; Zhaxybayeva and Peter Gogarten, 2004). Zombi simulates
explicitly the genome evolution taking place in these extinct line-
ages, which is expected to have an impact in extant lineages by
means of Lateral Gene Transfers (Szöll}osi et al., 2013). By not con-
sidering extinct lineages, other simulators make the implicit assump-
tion that the transfer donor always leaves a surviving descendant
among sampled species, while we know that this is most often not
true (Szöll}osi et al., 2013). Making this assumption may potentially

hamper our ability to simulate realistic scenarios of evolution. In

addition to considering evolution along extinct lineages, Zombi

includes several features hitherto not found together in any other

simulator (Supplementary Table S1).

2 Basic features of Zombi

Zombi is a multilevel simulator, where a species tree is first simu-

lated, then genomes evolve along the branches of this species tree,

and finally, sequences are generated for each genome. These three

steps, depicted in Figure 1 and detailed hereafter, are controlled by

three main ‘modes’, named T, G and S, for species Tree, Genome

and Sequence, respectively.
The T mode simulates a species tree under the birth-death model

(Kendall, 1948), using the Gillespie algorithm (Gillespie, 1977),

which is the standard method for simulating arbitrarily complex

continuous time Markov processes (Supplementary Fig. S1). While

more efficient and accurate methods exist to simulate the recon-

structed tree (Hartmann et al., 2010), taking into consideration un-

represented (extinct and unsampled) species requires simulating the

complete species tree, which includes all extinct and unsampled

branches of the phylogeny (Szöll}osi et al., 2013). This tree is subse-

quently pruned to obtain the reconstructed tree, by removing all the

VC The Author(s) 2019. Published by Oxford University Press. 1286
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lineages that did not survive until the end of the simulation
(Fig. 1A).

The G mode simulates the evolution of genomes within the
branches of the complete species tree (Fig. 1B) using also the
Gillespie algorithm (Supplementary Fig. S2) to account for six pos-
sible genome-level events: duplications, losses, inversions, transposi-
tions, transfers and originations. Each of the first five events is
characterized by two parameters: the first one is the effective rate,
that controls the frequency and fixation probability; the second one
controls the extension, i.e. the number of contiguous genes simultan-
eously affected by the event. Originations of new genes occurs one
by one and therefore only a single effective rate parameter is needed.
When a Transfer event occurs, the recipient lineage is randomly
chosen from all the lineages alive at that time. The user can make
the frequence of transfers to be higher between closely related line-
ages (Ochman et al., 2000) (Supplementary Fig. S3). Once the simu-
lation reaches the end, Zombi outputs a list containing each event
that has occurred in the simulation for every gene family (all genes
that share a common origin). Besides, the gene trees of each family
are reconstructed by combining both species-level events
(Speciations and Extinctions) and genome-level events
(Duplications, Transfers and Losses). Inversions and transpositions
do not modify the topology of the tree but add an extra layer of
complexity by changing the neighborhood of genes, which is espe-
cially relevant when genome-level events affect more than one gene
at a time (Supplementary Fig. S4). The gene family trees are also
pruned to present the user the trees that can be expected to be recov-
ered from most real-data analyses, removing all extinct lineages and

gene branches that do not arrive until the present time. The S mode,
finally, simulates gene sequences (at either the codon, nucleotide or
protein level) along the gene family trees (Fig. 1C). The user can
modify the scaling of the tree to better control the number of substi-
tutions that take place per unit of time, and thus simulate fast or
slow-evolving genes.

3 Advanced features

In addition to the basic features presented above, ‘advanced’ modes
of Zombi (listed in Supplementary Table S2) can be used to obtain
richer and more realistic evolutionary scenarios. For example, it is
possible to use a species tree input by the user, to generate species
trees with variable extinction and speciation rates, or to control the
number of living lineages at each unit of time (Supplementary Fig.
S5). At the genome level, Zombi can simulate genomes using
branch-specific rates (Gu mode, allowing the user to simulate very
specific scenarios such as one in which a certain lineage experiences
a massive loss of genes), gene-family specific rates (Gm mode, which
makes easier the process of using rates estimated from real datasets)
and genomes accounting for intergenic regions (Gf mode) of variable
length [drawn from a flat Dirichlet distribution (Biller et al., 2016)].
At the sequence level the user can fine-tune the substitution rates to
make them branch specific. Zombi provides the user with a clear
and detailed output of the complete evolutionary process simulated,
including the reconciled gene trees with the species tree in the
RecPhyloXML reconciliation standard (Duchemin et al., 2018).

4 Performance and validation

Simulations with Zombi are fast: with a starting genome of 500
genes and a species tree of 2000 taxa (extinct þ extant), it takes
around 1min on a 3.4Ghz laptop to simulate all the genomes
(Supplementary Fig. S6).

We validated that the distribution of waiting times between suc-
cessive events was following an exponential distribution
(Supplementary Figs S7 and S8), that the distribution of intergene
sizes at equilibrium was following a flat Dirichlet distribution, as
expected from Biller et al. (2016) (Supplementary Fig. S9), that the
number of events and their extension occur with a frequency accord-
ing to their respective rates (Supplementary Fig. S10) and that the
gene family size distribution followed a power-law when duplication
rates are higher than loss rates and stretched-exponential in the op-
posite case (Reed and Hughes, 2003; Szöllosi and Daubin, 2011)
(Supplementary Fig. S11). We also checked by hand the validity of
many simple scenarios to detect possible inconsistencies in the
algorithm.

5 Implementation

Zombi is implemented in Python 3.6. It relies on the ETE 3 toolkit
(Huerta-Cepas et al., 2016) and the Pyvolve package (Spielman and
Wilke, 2015). It is freely available at https://github.com/AADavin/
ZOMBI along with detailed documentation and two tutorials in a
wiki page.
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Fig. 1. Overview of the three steps of the Zombi simulator. (A) In T mode, Zombi

simulates a species tree using a birth-death process and outputs the pruned version

of it by removing extinct lineages. In this example, lineages n3 and n8 go extinct be-

fore the simulation ends. (B) in G mode, a circular genome evolves within the

branches of the complete species tree obtained with the T mode by Duplications

(D), Originations (O), Inversions (I), Transpositions (P), Losses (L) and Transfers

(T) of genes. The simulation starts with the initial genome (IG) containing a number

of genes determined by the user (5 in this example, represented by the coloured

circles). Each gene has an orientation (þ or -) that is determined randomly and rep-

resents the direction of the gene in the coding strand. Several events affecting differ-

ent genes and their impact on the genome structure are indicated next to the

branches where they occur. The inversion events not only modify the positions of

the genes but also change their orientation. (C) In S mode, Zombi can be used to

simulate codon, nucleotides and amino acids along the branches of the gene family

trees. Here, the gene tree of the grey coloured gene family from B has been depicted
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Szöll}osi,G.J. et al. (2013) Lateral gene transfer from the dead. Syst. Biol., 62,

386–397.

Williams,T.A. et al. (2017) Integrative modeling of gene and genome evolution

roots the archaeal tree of life. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 114, E4602.

Wolfe,J.M. and Fournier,G.P. (2018) Horizontal gene transfer constrains the

timing of methanogen evolution.Nat. Ecol. Evol., 2, 897–903.

Zhaxybayeva,O. and Peter Gogarten,J. (2004) Cladogenesis, coalescence

and the evolution of the three domains of life. Trends Genet., 20, 182–187.

1288 A.A.Davı́n et al.

D
o

w
n

lo
a

d
e

d
 fro

m
 h

ttp
s
://a

c
a

d
e

m
ic

.o
u

p
.c

o
m

/b
io

in
fo

rm
a

tic
s
/a

rtic
le

-a
b

s
tra

c
t/3

6
/4

/1
2

8
6

/5
5

7
8

4
8

0
 b

y
 U

C
B

L
 S

C
D

 L
y
o

n
 1

 u
s
e

r o
n

 0
2

 M
a

rc
h

 2
0

2
0

40



3
Les lignées fantômes influencent

l’interprétation du test

d’introgression ABBA-BABA

Les phénomènes d’introgression sont courants chez les eucaryotes. Par exemple

de nombreux événements de flux de gènes ont été identifiés entre les populations

humaines archaïques et d’humains modernes (Dannemann and Racimo, 2018),

dans le groupe des Lepidoptera (genre Heliconius, les papillons) (Edelman et al.,

2019) ou encore chez des espèces domestiquées (Wu et al., 2018; Rouard et al.,

2018), de plantes (Burgarella et al., 2019) comme d’animaux (Wu et al., 2018).

Ces évènements peuvent parfois être liés à des processus macro-évolutifs,

d’adaptation évolutive ou de radiation évolutive (Ottenburghs, 2020).

Un grand nombre d’études ont utilisé le test ABBA-BABA et la statistique-D

(Meyer et al., 2012; Eaton and Ree, 2013; Martin et al., 2013; Schumer et al.,

2016; Zhang et al., 2018) pour identifier des introgressions entre des lignées

existantes, présentes dans les arbres phylogénétiques considérés. L’interprétation

de ce test se fait généralement sans prendre en compte les espèces fantômes,

qu’elles soient éteintes, inconnues ou non-échantillonnées. Pourtant le test

s’applique seulement sur un sous-échantillon de 4 espèces, donc les espèces

absentes de l’arbre à 4 lignées utilisées pour le test sont légion en comparaison. La

possibilité d’introgression impliquant une espèce ou une population non visible
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par le test est rarement considérée alors même que leur absence peut affecter

l’interprétation du test et les conclusions qui en sont tirées.
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Abstract

Most species are extinct; those that are not are often unknown. Sequenced and sampled

species are often a minority of known ones. Past evolutionary events involving horizontal

gene flow, such as horizontal gene transfer, hybridization, introgression and admixture, are

therefore likely to involve “ghosts”, i.e. extinct, unknown or unsampled lineages. The

existence of these ghost lineages is widely acknowledged, but their possible impact on the

detection of gene flow and on the identification of the species involved is largely overlooked.

It is generally considered as a possible source of error that, with reasonable approximation,

can be ignored. We explore the possible influence of absent species on an evolutionary study

by quantifying the effect of ghost lineages on introgression as detected by the popular

D-statistic method. We show from simulated data that under certain frequently encountered

conditions, the donors and recipients of horizontal gene flow can be wrongly identified if

ghost lineages are not taken into account. In particular, having a distant outgroup, which is

usually recommended, leads to an increase in the error probability and to false interpretations

in most cases. We conclude that introgression from ghost lineages should be systematically

considered as an alternative possible, even probable, scenario.

Key words: ghost lineage, D-statistic, ABBA-BABA, introgression, gene flow, simulation
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1. Introduction
Evolutionary studies are always restricted to a subset of species, populations or individuals.

This is by choice, because only a fraction of the data is relevant to the question being

addressed, and by necessity, because the approaches used have methodological and technical

limitations. Another reason is that most lineages are simply unknown. More than 99.9% of all

species that have ever lived are now extinct (Raup 1991) and only a small fraction of extant

species have been described. The number of extant eukaryote species that are still

uncatalogued is almost an order of magnitude higher than the number of those reported (~1.3

million species have been catalogued, Mora et al. 2011), and is many orders of magnitudes

higher if we consider Bacteria and Archaea diversity (Locey and Lennon 2016).

Taking these extinct, unknown or unsampled “ghost” lineages into account is particularly

important when studying introgression, i.e. the integration of genetic material from one

lineage to another via hybridization and subsequent backcrossing. This mode of gene flow

across species boundaries appears to be common in the Eukaryotic domain and has been

shown to be adaptive in some cases (see for example Hedrick 2013 for a review).

Introgression has been reported in such diverse lineages as humans (Green et al. 2010; Meyer

et al. 2012), boars (Liu et al. 2019), butterflies (Martin et al. 2013; Smith and Kronforst 2013;

Massardo et al. 2020), fishes (Schumer et al. 2016; Meier et al. 2017), plants (Eaton and Ree

2013; Zhang et al. 2019) and fungi (Zhang et al. 2018; Keuler et al. 2020), to name but a few.

Since ghost lineages are probably massively present around any phylogeny of extant species,

many gene flow events that are detectable now are likely to have involved a ghost lineage.

This has been repeatedly acknowledged (Maddison 1997; Galtier and Daubin 2008; Green et

al. 2010; Eaton and Ree 2013; Szöllősi et al. 2013, 2015), especially in studies of

introgression between populations, but it was considered either a source of noise (Pease and

Hahn 2015), or a problem that could be resolved by adding new species as they become

available, or by combining the results of multiple detection tests (Eaton et al. 2015; Kumar et

al. 2017; Barlow et al. 2018). Recently, Hibbins and Hahn (2021) advised bearing ghost

lineages “in mind" when investigating gene flow but, as far as we know, the real impact of

ghost lineages on the ability of different methods to detect gene flow and correctly identify

involved lineages has not been properly evaluated and quantified.
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Over the past few years, the ever-growing number of sequenced genomes and the

development of new methods have improved the detection of introgression. One of the most

widely used methods for inferring introgression is the D-statistic (or Patterson’s D), also

known as the ABBA-BABA test (Kulathinal et al. 2009; Green et al. 2010; Durand et al.

2011; Patterson et al. 2012). There are many reasons for its success. The D-statistic is easy to

understand and implement, quick to compute and easy to interpret. This method is based on

phylogenetic discordance and can discriminate incongruence caused by Incomplete Lineage

Sorting (ILS) from incongruence caused by gene flow (Kulathinal et al. 2009; Green et al.

2010; Durand et al. 2011; Patterson et al. 2012). The ABBA-BABA test considers four taxa:

three ingroup taxa and one outgroup, with a ladder-like phylogenetic relationship (Fig. 1).

The test relies on counts of the number of sites that support a discordant topology. Two

biallelic SNP patterns are considered, ABBA and BABA, depending on which allele (A:

ancestral, B: derived) is present in each taxon. The D-statistic is computed using the classic

formula from Durand et al. (2011):𝐷 =  Σ𝐴𝐵𝐵𝐴 − Σ𝐵𝐴𝐵𝐴Σ𝐴𝐵𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐵𝐴 (1)

The null hypothesis states that under a scenario with no gene flow, both ABBA and BABA

patterns can be attributed to ILS and thus should be observed in equal numbers. Significant

deviation from this expectation, resulting in a D-statistic significantly different from zero, is

usually interpreted as introgression between two of the three lineages forming the ingroup

(Fig. 1, left panel). The outgroup should be distant enough from the ingroup such that it is not

involved in an introgression with any of the ingroup lineages (Green et al. 2010; Osborne et

al. 2016; Irwin et al. 2018).
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Figure 1. Introgression events that can result in a significant excess of ABBA or BABA

patterns according to the D-statistic. The usual interpretation of this excess is the hypothesis

of “ingroup” introgression (left panel). However “ghost” (or “midgroup”) introgression (right

panel) from ghost lineages (G) can produce similar patterns.

Undersampling is known to be one of the factors that can possibly confound the D-statistic

(Martin et al. 2015; Zheng and Janke 2018), and affect the detection of introgression. This is

because using a subset logically leads to an underestimation of the true frequency of

introgression and thus inflates the role of ILS (Maddison and Knowles 2006). It has been

clearly stated that the donor genome could easily be misidentified because introgression from

a sampled lineage (e.g. P3) or from one sister ghost lineage to the same recipient lineage

would produce the same signal and result in indistinguishable D-statistic results (Eaton and

Ree 2013; Eaton et al. 2015; Pease and Hahn 2015; Zheng and Janke 2018). Another stronger

impact of ghost lineages, however, was foreseen early on in the history of the test (by Durand

et al. (2011), in their first description of the test), but has been largely overlooked afterwards:

introgression from a ghost lineage between the ingroup and the outgroup (the “midgroup”,

see Fig. 1) could lead to the wrong identification of both the donor and the recipient genomes

(Fig. 1, right panel). Under this scenario, none of the species thought to be involved in the

introgression event are correctly identified. This possible source of error in the interpretation

of the D-statistic has often been acknowledged (Durand et al. 2011; Ottenburghs et al. 2017;
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Zheng and Janke 2018; Hibbins and Hahn 2021) but surprisingly, it does not seem to have

changed the way the test is commonly interpreted, perhaps because it is thought that the

impact of this possibility is low, even though it has not been formally quantified. This is the

goal of this study.

We begin by an illustration of the possibility of misinterpreting the ABBA-BABA test when

some species are unknown or not included using a previously published bear phylogeny,

recurrently used later on to estimate parameters on realistic situations. We then quantify the

effect of ghost lineages on the misidentification of the donor and the recipient lineage using

simulations. We explore the impact of outgroup choice, number of unsampled species and

genetic divergence between introgressed taxa on the probability of misinterpreting

introgression events.

We show that under the realistic assumption that there are many ghost lineages branches in

the tree, and assuming a simple demographic history of the populations considered, most

significant D-statistics are attributable to ghost lineages. This suggests that most of the

lineages involved (donors and recipients) are incorrectly identified by the usual interpretation

of D-statistics. The error rate increases with the distance between ingroup and outgroup, even

though the outgroup is usually chosen so that its distance from the ingroup is sufficient to

avoid any introgression between the two (Green et al. 2010; Osborne et al. 2016; Irwin et al.

2018). This observation, that a close outgroup as well as a distant outgroup is a source of

interpretation error, hampers the delimitation of a safe zone for the interpretation of the

D-statistic.

These results call for a new way of interpreting D-statistics, and more generally call into

question established methods of introgression detection. Our results illustrate the recent

statement by Ottenburghs (2020) that “the presence of ghost introgression has important

consequences for the study of evolutionary processes”, and provide a demonstration of this

importance.

2 Materials and Methods
2.1 Bear genomic dataset

We use the dataset from Barlow et al. (2018) to illustrate the possibility of misinterpreting

significant results of an ABBA-BABA test. This dataset has the advantage of being easily
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available and to support, according to the authors, a simple introgression scenario, i.e. a

documented introgression between polar bears and brown bears from the ABC Islands in

Alaska. We downloaded the genome sequences (Barlow et al. 2019) of three brown bears

(Ursus arctos) from Alaska (id: Adm1), Russia (id: 235) and Slovenia (id: 191Y), one polar

bear (U. maritimus; id: NB) and one American black bear (U. americanus; id: Uamericanus),

all aligned against the panda reference genome (Li et al. 2010). Their relationship is

((((Alaska = P1, Russia = P2), Slovenia = P3), Polar bear = P4), Black bear = O). Using

scripts available from the GitHub repository of Barlow et al. (2018)

https://github.com/jacahill/Admixture, we computed the D-statistic for two quartets:

(((Alaska,Russia),Polar bear),Black bear) and (((Alaska,Russia),Slovenia),Black bear). We

used the script for all sites (not transversions only like in Barlow et al, 2018) as we do not

have any archaic species in the dataset. The weighted block jackknife from the script was

used to compute the Z-score in non-overlapping 1 Mb windows with a script available on the

GitHub repository mentioned above. We considered the result to be significant if it was more

than three standard deviations from zero (Z >  3 or Z < -3), as per Green et al. (2010).

2.2 Species tree and gene tree simulation

Species trees were simulated using the birth-death simulator implemented in the R function

rphylo from the ape package (Paradis and Schliep 2019). Speciation rate was fixed at 1,

extinction rate at 0.9 and the simulation was stopped when N extant lineages, varying in {20,

40, 60, 80, 100}, were present in the species tree (step 1 in Figure 2). Then 20 taxa were

uniformly sampled from the N taxa. An introgression event was chosen in the species tree

(including unsampled lineages), with a donor and a recipient. The donor branch was selected

among the branches of the species tree with a probability proportional to its length, and the

time of introgression uniformly at random on this branch. The recipient was randomly

sampled among the lineages present at the time of the introgression, with a probability that

decreases exponentially with the phylogenetic distance from the donor  (step 2 in Figure 2):

𝑝𝑖 = 𝑒−α𝐷𝑖 (2)

Where is the distance from the i-th recipient, normalized by the distances from all possible𝐷𝑖
recipients, and α is a parameter in {0, 1, 10, 100, 1000}. With α = 0, introgressions occur
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between any contemporaneous branches on a tree with equal probability. When α increases,

introgressions are more likely to occur between closely related taxa. If the recipient is a

branch with no extant offspring, then the introgression cannot be detected, so only

introgressions such that the recipient has descendants among the 20 remaining species were

kept. After setting the donor and recipient, a gene tree was generated with subtree pruning

and regrafting (SPR) (Bordewich and Semple 2005), simulating the introgression event (step

3 in Figure 2). All unsampled lineages are then pruned from species and gene trees.

Figure 2. Species tree/Gene tree simulation: (1) a species tree is generated under a birth death

model and 20 taxa are sampled from it; (2) an introgression event is picked from a random

donor and recipient; (3) an introgressed gene tree is constructed from the species tree by SPR;

(4) for each quartet with a ladder-like topology (((x,y),z),w) in the species tree, species tree

and gene tree topologies are compared to determine if there is an incongruence caused by the

introgression; (5) the proportion of erroneous interpretation of the D-statistic across the

species tree is computed by the sum of all introgressions with a midgroup ghost donor over

all introgressions detected, outgroup introgressions excluded.

2.3 Comparison of the species tree and the gene tree as proxy for the D-statistic
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For each gene tree/species tree pair, we counted all species quartets with a ladder-like

topology (((P1,P2),P3),P4) in the species tree and (((P1,P3),P2),P4) or (((P2,P3),P1),P4) in

the gene tree. These configurations were interpreted as yielding significant D-statistics. This

avoids the computational burden of simulating sequences for a high number (250 000, see

Section 2.5) of cases and gives reasonably equivalent results (Supplementary Material

Section 1).

We then counted the number of situations where the result was correctly interpreted (the

simulated introgression is between extant lineages in this quartet) or misinterpreted (the

simulated introgression is from ghost lineage)  (step 5 in Figure 2).

2.4 Measuring the distance to the outgroup

For each species quartet we computed the distance between outgroup and ingroup using the

ratio R=t1/t2, where t1 is the distance (sum of branch lengths) between the most recent

common ancestor of the ingroup and the most recent common ancestor of all four taxa (see t1

in Fig. 5), and t2 is the total height of the four-taxon tree (see t2 in Fig. 5). To correlate this

distance with the rate of interpretation error of D-statistics, we identified ten intersecting

subsets of quartets according to their R value: subsets for which R is higher than a threshold

"x", with "x" varying from 0 to 0.9 with a step of 0.1. We computed the rate of interpretation

error for each of the 10 subsets.

2.5 Simulation dataset

We simulated, for each value of N in {20, 40, 60, 80, 100} and α in {0, 1, 10, 100, 1000},

100 species trees with N species, and for each species tree, 100 independent gene trees with

independent introgression events. For each gene tree/species tree pair, 20 species were

uniformly sampled from N (extant species), and the rest were pruned, resulting in 250,000

pairs of trees each with 20 leaves.

3 Results
3.1 Bear phylogeny exemplifies the problem of interpreting the D-statistic without

taking unsampled lineages into account
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Using genomic data, we show how the presence or absence of one lineage, in this case the

polar bear, can lead to opposite interpretations of the D-statistic if interpreted without

considering ghost lineages. From the bear phylogeny (Material and Methods; phylogeny

shown in Figure 3A), we removed either the Slovenian bear (Figure 3B, subset 1), which is

not thought to have introgressed with other bear species from the ingroup, or the polar bear

(subset 2), which is suspected to have introgressed with brown bears from Alaska (Cahill et

al. 2013; Liu et al. 2014; Lan et al. 2016; Kumar et al. 2017; Barlow et al. 2018). In the first

subset, we identified 175,413 ABBA patterns and 226,992 BABA patterns resulting in a

significant negative D-score (D = -0.128, Z = -11.71), which is congruent with introgression

between polar bears and Alaskan bears (Fig. 3B) in the usual interpretation of the test. In the

second subset, we identified 266,173 ABBA patterns and 213,830 BABA patterns resulting

in a significant positive D-score (D = 0.109, Z = 14.24).

If we were to interpret this second result as evidence of introgression between the lineages

sampled here (Alaskan, Russian, Slovenian and black bears), we would conclude that there

was introgression between bears from Slovenia and Russia (Figure 3B), even though this

significant positive D-statistic could also be attributed to introgression between polar bears

(not sampled here) and Alaskan bears. The latter attribution, however, relies on our

knowledge of the existence of polar bears, considered a ghost lineage. This hypothesis could

similarly be called into question if we knew the existence of another lineage, because we can

never assume that we know all the lineages leading to extant or extinct species. Thus, even

with good taxonomic sampling, there is a real chance that an interpretation based only on

known lineages wrongly infers introgression events.

Figure 3. The effect of sampling on the interpretation of the D-statistic, using bear genomic
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data as an example. A. Phylogenetic relationship of the five bear taxa sampled. The grey

arrow shows the introgression inferred from previous studies. B. D-statistic calculated from

two four-taxon subsets. The number of ABBA and BABA patterns is given below the trees.

In subset 1, the Slovenian bear, a lineage that is not thought to be involved in introgression, is

removed. In subset 2, the donor of the introgression shown in 3A (i.e. the polar bear) is

removed. Introgressions were inferred from the D-statistic (grey arrows), and their

congruence with other studies (green tick = congruent, red cross = not congruent) is indicated

above the arrow.

3.2 Significant D-statistics are often due to introgressions from ghost lineages

Using simulated datasets (Material and Methods), we estimated the frequency of

misinterpreting introgression events. We counted the number of D-statistics due to midgroup

ghost introgressions (corresponding to the proportion of erroneous interpretations). We

observed between 15% and 100% of erroneous interpretations, the frequency of which

increased with (i) the proportion of unsampled lineages, (ii) the distance between ingroup

(P1, P2, P3) and outgroup O, and (iii) the probability of introgression between distantly

related lineages (Supplementary Material Section 2 for a complete summary). We describe

these three trends in detail in the following sections and relate the range of each parameter we

used to biological data such as the bear genomes described above.

3.2.1. The proportion of unsampled species

The effect of absent lineages on the interpretation of the D-statistic was investigated using

simulated species trees with N = {20, 40, 60, 80, 100} from which 20 species were randomly

sampled. This corresponds to a sampling effort ranging from 100% (20 species out of 20) to

20% (20 species out of 100). We observed that low sampling contributes to an increase in the

number of misinterpreted D-statistics due to ghost introgression (Fig. 4). While the mean

proportion of erroneous interpretations is ~25% when 100% of extant lineages are sampled, it

is close to 60% when only 20% of extant lineages are sampled.
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Figure 4. The effect of taxonomic sampling (x-axis) on the proportion of erroneous

interpretations of the D-statistic (y-axis). The error rate is increasing with the amount of

unknown.

For example, to study introgression in bears, Barlow et al. (2018) sampled 13 Ursus species

and one Ailuropoda species, both members of the family Ursidae, based on the availability of

genomic data. However, the Global Biodiversity Information Facility (gbif.org) reports 140

species in Ursidae, 100 of them belonging to the genus Ursus, which is close to the highest

error rate in the simulations.

By contrast, and unlike we initially expected, we found no correlation between the number of

extinct lineages in the tree and the proportion of erroneous interpretations of the D-statistic

(Supplementary Material Section 3). Our interpretation is that increasing the number of

extinct lineages is achieved by increasing the probability of extinction in the birth-death

process, which also increases the probability that mid-group lineages, the possible source of

ghost introgressions, become extinct before having the opportunity to introgress. Further

investigations are needed to better characterize this effect.
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3.2.2 The distance between outgroup and ingroup

In ABBA-BABA tests, the outgroup is usually chosen so that its distance from the ingroup is

sufficient to minimize the chance of introgression between the two (Green et al. 2010;

Osborne et al. 2016; Irwin et al. 2018). Zheng and Janke (2018) stated that the distance

between outgroup and ingroup had little to no impact on the sensitivity of the D-statistic.

However, they focused on evaluating the effect of saturation of sequence substitutions in the

outgroup and did not consider possible introgressions from mid- or outgroups.

From our simulations, we observed that the proportion of ghost introgressions (leading to

erroneous interpretations) increased with R, the relative distance to the outgroup (see

Materials and Methods). On average, when R > 0.3, more than 50% of the significant

D-statistics are associated with ghost introgressions (Fig. 5). We found that, when R > 0.7, a

median of 100% of D-statistics resulted from ghost introgressions.

Figure 5. The relationship between outgroup distance (R) and the proportion of erroneous

interpretations of the D-statistic for different thresholds of R (x-axis). The distances t1 and t2

used to calculate the relative distance to the outgroup (R) are described on the right box.
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To relate our findings to different biological data, Green et al. 2010 used the D-statistic to

detect introgression between Neanderthal and modern humans and had a R value equal to

0.873: 825,000 years separated modern humans from Neanderthal, while 6.5 million years

separated humans from chimps (the outgroup) (Green et al. 2010). The study of bears of

Barlow et al. (2018) used two different outgroups, black bears and pandas, with R values ca.

0.4 and 0.9, respectively. According to our simulations, all these values fall within the range

of high probability of erroneous interpretation.

3.2.3 The distance between donor and recipient

Species that are genetically close have a higher chance to introgress, which could mitigate the

previous result. Indeed, if the distance between outgroup and ingroup is sufficient to prevent

introgression between the two, then putative midgroups ghost lineages may also be too

distant. It is well known that the probability of hybridization, and consequently of

introgression, decreases as genetic distance between species increases (Edmands 2002;

Mallet 2005; Chapman and Burke 2007; Montanari et al. 2014).

To test whether this observation mitigates the importance of ghost lineages when detecting

introgression, we used different values of α, a parameter that lets the probability of

introgression vary with the phylogenetic distance between donor and recipient (see Material

and Methods). We used α = {0, 1, 10, 100, 1000}. When α = 0, introgressions occur

uniformly at random; when α = 1000, introgressions occur almost exclusively between sister

taxa (Figure 6A).

We observed that the impact of outgroup distance on the proportion of erroneous

interpretations decreased with increasing values of α (Figure 6B). As expected, in simulations

where alpha is maximum (α = 1000), the proportion of significant D-statistics due to ghost

introgressions is not affected by the distance separating ingroup and outgroup. Nevertheless,

this proportion remains quite high, and its median value does not fall below 25% under our

settings. For other values of α, this proportion is higher and increases with distance to the

outgroup.

We investigated what could be a realistic value of alpha in biological data. We used

phylogenetic trees from several studies where one or several introgression paths were

identified. We counted the number of internal nodes between donor and recipient. Then, we

randomly simulated the same number of introgressions with different values of alpha and
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calculated the average number of internal nodes between donor and recipient (removing

introgressions between sister branches as this cannot be observed when using D-statistic). We

retained the value of alpha giving the average number of internal nodes that was closest to

what is observed in the biological data (Supplementary Material Section 4). We analyzed the

bear phylogeny of Hailer et al. (2012) and found that α = 0 gives the closest result (actual

number of nodes = 5; with α = 0, the average number of nodes from the simulations was 4.5).

In the phylogeny of the Bos species complex of Wu et al. (2018), the actual number of nodes

is higher than in our simulations even with α = 0. The same result was found with the

phylogeny of the Anopheles gambiae species complex of Fontaine et al. (2015). By contrast,

for the woodcreeper phylogeny of Pulido-Santacruz et al. (2020), we found that the value

closest to the biological dataset was obtained with α = 100. Lastly, it was estimated that

values of α between 100 and 1000 best fit the spider phylogeny of Leduc-Robert and

Maddison (2018). These results are described in full in Supplementary Materials section 3.

These examples, taken from very diverse organisms, tend to show that the higher probability

of introgression between closely related species is not sufficient to secure a safe zone for the

ABBA-BABA test.
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Figure 6. The effect of the probability of introgression on the proportion of erroneous

interpretations of the D-statistic. A. Illustration of the effect of the α parameter, which

imposes constraints on introgression in relation to phylogenetic distance. B. Relationship

between relative outgroup distance (x-axis) and the proportion of erroneous interpretations

(y-axis) for different levels of constraint on introgression related to phylogenetic distance,

determined by α = {0, 1, 10, 100, 1000}.
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4 Discussion
4.1 Ghost lineages: An important factor affecting introgression tests

Different parameters are known to affect the robustness or sensitivity of the D-statistic. For

instance, variations in population size (Eriksson and Manica 2012; Lohse and Frantz 2014;

Martin et al. 2015; Zheng and Janke 2018) and/or ancestral population structure (Durand et

al. 2011; Lohse and Frantz 2014; Martin et al. 2015) have been shown to produce significant

D-statistics in the absence of introgression. Applying the D-statistic to smaller genomic

windows, rather than over the entire genome, gives very variable estimates of D (Martin et al.

2015). Complex introgression scenarios, with more than one introgression in the quartet, are

another source of error (Rogers and Bohlender 2015; Elworth et al. 2018). Our findings

suggest that, in addition to the variables listed above, the interpretation of the D-statistic

should systematically, and maybe primarily, take into account ghost lineages.

Recently, Hibbins and Hahn (2021) published results that are in line with our findings. Their

simulation study confirms that introgression from a midgroup ghost lineage can result in a

significant D-statistic, which may lead to the misidentification of the identity of the lineages

involved in the introgression if only known lineages are considered. Similar results have been

observed with the D3 statistic (Hahn and Hibbins 2019), a test for detecting introgression that

uses only three lineages and the branch lengths of the phylogeny. While the study of Hibbins

and Hahn (2021) confirms that ghost introgressions may lead to erroneous interpretations,

they do not quantify the extent to which this factor affects the interpretation of the D-statistic.

4.2. An intractable incompleteness

Although some families are believed to be extensively described (Chapman and Burke 2007),

it is not possible and probably will never be possible to assume that we work with an

exhaustive taxon set. A study from 2011 estimated that 8.7 million of eukaryote species are

alive today (Mora et al. 2011), and a study from 2016 estimated that there are 1 trillion

species on Earth (Locey and Lennon 2016). By contrast, 2.5 million species have been

described and catalogued in The Catalogue of Life (CoL). The kingdom Animalia has the

most descriptions with 1.4M catalogued species, while Plantae, Fungi and other kingdoms

have 375K, 145K and 81K catalogued species, respectively. This means that, at best, we

know 25% of the biodiversity that is alive today. In practice, there is a strong disparity in the
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percentage of undescribed species among taxonomic groups. Chapman estimated in 2009 that

less than 20% of the phylum Chordata is yet to be described while 80% of the class Insecta is

still unknown to us (Chapman et al. 2009). The proportion of undescribed species is even

higher in prokaryotes with less than 1% of species described for viruses, Archaea and

Bacteria, and because microbial biodiversity is harder to estimate than that of

macro-organisms, these numbers could be orders of magnitude lower. Thus, the effects shown

here cannot be circumvented by adding or expecting more species and improving

computational techniques to handle larger datasets. We are bound to work with a very small

fraction of what exists. According to our simulations, with 25% of species sampled, on

average more than 50% of introgressions could be due to ghost lineages and subsequently be

misinterpreted by a D-statistic. This implies that, with the exception of some well described

eukaryote groups such as the genus Homo, our lack of taxonomic knowledge will greatly

impact the reliability of the D-statistic.

4.3 Other introgression detection methods

Several other methods have been developed to mitigate some of the limitations of the

D-statistic, but their robustness to ghost lineages has not yet been explored.

It is possible to apply the D-statistic test in datasets with more than four species by

performing multiple tests on different quartets. The D-statistics are then analyzed together,

using the interpretation of each individual test as a constraint for the interpretation of the

other tests. This enables a finer detection of introgression, the identification of donors and

recipients (while a single test cannot distinguish the donor from the recipient), and possibly

assigning introgression events to groups of taxa instead of single taxa (Pease et al. 2016;

Rouard et al. 2018; Suvorov et al. 2020). However, if each individual test is interpreted, as it

is usually done, without considering the possibility of ghost introgressions, the joint

interpretation of multiple tests will miss a high number of scenarios. Moreover, there is no

method that formalizes the constraints from multiple tests and no guarantee that the result is

correct or unique, and that the order in which single tests are analysed does not matter.

Extensions of the D-statistic, namely the partitioned-D (Eaton and Ree 2013) and DFOIL

(Pease and Hahn 2015) tests, have been proposed to infer introgression in 5-taxon

phylogenies (instead of four) and to polarize (in some cases a direction to the introgression

can be assessed) the introgression. Although DFOIL can detect more introgression patterns than
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ABBA-BABA, it is still blind to ghost lineages, and thus presents similar theoretical

possibilities of misinterpretation as the ABBA-BABA test (see Supplementary Material

Section 5 for a listing of the patterns that lead to misinterpretation). This possibility is

mentioned by Pease and Hahn (2015) but the proportion of misinterpretations remains to be

quantified, and alternative interpretations handling ghost lineages has not been written.

Soraggi et al. (2018) proposed an extension of the D-statistic (Dext) to study introgression

events among non-African human populations using Africans as the outgroup. This test is

robust to introgression from an external group which is not part of the analysed populations.

However, the use of this version of D-statistic is restricted to extinct clades for which

introgression events with extant species have been already identified as the Neanderthal

introgression. This precludes its use in cases where there is no a priori knowledge on the

existence of ghost lineages.

Other more global methods, such as STRUCTURE/ADMIXTURE (Pritchard et al. 2000;

Tang et al. 2005), Treemix (Pickrell and Pritchard 2012) and Phylonet (Than et al. 2008; Wen

et al. 2018), have been designed to detect introgression across an entire phylogeny. These

tools do not consider ghost lineages and their potential effect on the detected signal. Thus,

introgression events are only inferred between known lineages and branches in a tree. It is

interesting to note that two of these tools, STRUCTURE and ADMIXTURE, which are

popular choices for reconstructing genetic history and testing admixture scenarios, have

recently been shown to be subject to misinterpretation due to ghost introgressions (Lawson et

al. 2018). The impact of ghost lineages on the detection of introgression is therefore not just a

question of using the right tool.

4.4. Application of the D-statistic in the light of ghost introgressions.

Now that the importance of the possibility of ghost introgression is recognized, and that no

current method is able to handle the effects of ghost lineages, it is time to adapt all methods

or develop new methods to take this factor into account.

For the single D-statistic test (four-taxon quartet), the solution is simply to take this

uncertainty into account by considering alternative scenarios with at least equal probability.

In phylogenies with more than four taxa, the D-statistics from all quartets could be analyzed

using an algorithmic method that would combine a set of scenarios. This will require

formalizing the objective (i.e. minimizing the number of incoherences between quartet
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results), choosing a set of quartets according to this objective and devising a combinatorial

algorithm that handles, for each quartet, information from several possible scenarios

including ghost lineages.

Note that this approach will not only avoid interpretation errors, but will possibly point to the

existence of unknown lineages that have contributed through introgression to the genomes of

known lineages. Therefore, this approach would combine the detection of introgression and

the detection of unsampled or extinct taxa. This has already been achieved with ad hoc

methods for human (Prüfer et al. 2014; Dannemann and Racimo 2018) and whale lineages

(Foote et al. 2019) and could be generalized to enrich the phylogeny of known species with

unknown species, for which we have no trace other than the genes that have lived, for a

while, in them. This is a promising route for future work.

5. Conclusion
The D-statistic is a key tool for studying introgression as it provides, in specific cases, a

robust test for detecting gene flow. However, our results show that one important caveat of

this test is its lack of consideration of ghost lineages, which can lead to the misinterpretation

of a significant result. Thus, the bona fide interpretation of a single significant D-statistic

should be a set of possible scenarios that include the possibility of ghost introgressions,

which are equally likely in the absence of other information. Based on our simulations, we

have suggested that ghost introgressions are often the most likely scenario. It is possible that

in the future, the usual interpretation of a significant D-statistic , i.e. ingroup introgression,

becomes the exception rather than the rule.
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Supplementary Material

1. Equivalence between D-statistics on sequence simulations and gene tree

species tree comparisons
The standard simulation procedure to evaluate gene flow inference methods is to draw a

species tree, choose an introgression between two of its branches and then simulate sequences

along this reticulated species tree. ABBA-BABA patterns are read on these sequences and the

tests are realized from these patterns.

We explore here a way to bypass the sequence simulation, which is the most computationally

demanding. We construct a gene tree from the species tree and the introgression by

performing a subtree prune and regraft (SPR). Then for each quartet of species

(((P1,P2),P3),P4) we check if the gene tree has this topology on this quartet or an alternative

one. If the gene tree has (((P1,P3),P2),P4), we identify this situation with an excess of BABA

patterns when simulating sequences, and if the gene tree has (((P2,P3),P1),P4), with an

excess of ABBA patterns. We discard the cases of introgressions involving P4.
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We hypothesize that each time the gene tree shows one of these patterns, we would have

obtained a significant D-statistic test if we had simulated sequences, with a stochastic

uncertainty due to the random process and the simulation parameters, such as population size

and sequence size. In order to test this statement we simulated sequences on a control dataset.

For this we used ms (Hudson 2002) to simulate 106 independent loci with a single mutation

each (resulting in 106 SNP pattern), evolving in populations of fixed size (Ne) of 100,000

individuals over 106 generations. For each quartet with topology (((P1,P2),P3),O) in the

species tree and for each introgression simulated, we counted the number of loci with ABBA

and BABA patterns. We then computed the D-statistics. The R package Coala (Staab and

Metzler 2016) was used to execute ms and to analyse the resulting data.

In Supplementary Figure 1 we show that the proportion of erroneous interpretation is highly

correlated for both approaches (R2 > 0.96).

In consequence we kept only the computationally less intensive approach for the study with

several parameters to explore.

67



Supplementary Figure 1. Comparison of the simulation procedure we used and a more

complete and more computationally demanding one: computation of the D-statistics based on

simulated SNPs (x-axis) or inference based on the topology of the trees after introgression

(y-axis). The proportion of erroneous interpretation over 500 introgressions for a unique

species tree (N=40, α=0, extinction probability pex=0.5) was computed for each quartet

(black dots). The dashed line represents the first diagonal. The squared Fisher correlation

coefficient is R2 = 0.9618662, providing a robust basis for using one approach as a proxy for

the other
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2. All results of varying parameters

Supplementary Figure 2. Proportion of erroneous interpretation of D-statistics for all

subsets of parameters tested. Mean proportion of erroneous interpretations observed (y-axis)

as a function of the taxonomic sampling effort (x-axis) 20 species sampled for N extent

species simulated (N = 20, 40, 60, 80, 100) by the distance to the outgroup (columns) for

different strengths of the phylogenetic distance effect (lines) as controlled by α (α = 0, 1, 10,

100 and 1000).
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3. No effect of the number of extinct species

Supplementary Figure 2. Effect of the number of extinct species on the proportion of

erroneous interpretation of the D-statistics. Proportion of erroneous interpretations observed

(y-axis), function of the number of extinct lineages in the species tree (x-axis). Species trees

were simulated using 4 extinction rates, pext (pext = 0, 0.3, 0.6, 0.9). For each parameter

pext, 1000 species trees were simulated with 20 extant species at the end and with 100

introgressions sampled.
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4. Estimating alpha on biological data

In the five following figures, five different phylogenies were taken from the literature :

(A) the bear phylogeny from Hailer et al. (2012), Figure 1A in this paper

(B) the bos phylogeny from Wu et al. (2018), Figure 1 and Supplementary Figure 13 in

this paper

(C) the mosquito phylogeny from Fontaine et al. (2015), Figure 1C in this paper

(D) the woodcreeper phylogeny from Pulido-Santacruz, Aleixo, and Weir (2020), Figure 5

in this paper

(E) the spider phylogeny from Leduc-Robert and Maddison (2018) Figure 1 in this paper

For each phylogeny, there are a certain number of introgressions documented. We simulated

the same number of introgressions with alpha = {0,1,10,100,1000}. For the observed and

simulated situations we computed the mean number of nodes in the phylogeny separating the

donors and recipients of introgressions, excluding introgressions between sister branches in

the simulations (because they cannot be detected in the biological data). This mean number is

drawn on the five figures, in function of alpha, and the observed number is added on the

figure by an horizontal line.

This shows ranges of alpha parameters that can best explain the observations. This range

highly depends on the dataset, and shows that there is no unique possible choice of alpha. In

consequence the range in which we make this parameter vary is not unrealistic, and no

extremal value can be a priori prefered.
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Supplementary Figures 3-7
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5. Erroneous interpretations in the DFOIL test

In the main text we argue that just as the D-statistic, DFOIL is subject to misinterpretations. We

detail this statement here, and need to recall first how it is computed.

2.1. How the DFOIL is computed

For a combination of 5 lineages with symetrical topology (((P1,P2),(P3,P4)),O), the 4 D-like

statistics with the following equations are computed (Pease and Hahn 2015):

DFO= (Σ𝐵𝐴𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐵𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐴𝐴𝐵𝐴) − (Σ𝐵𝐴𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐴𝐵𝐴𝐴)(Σ𝐵𝐴𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐵𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐴𝐴𝐵𝐴) + (Σ𝐵𝐴𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐴𝐵𝐴𝐴)
DIL=  (Σ𝐴𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐵𝐵𝐴𝐴𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐴𝐴𝐵𝐴) − (Σ𝐴𝐵𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐵𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐴𝐵𝐴𝐴)(Σ𝐴𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐵𝐵𝐴𝐴𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐴𝐴𝐵𝐴) + (Σ𝐴𝐵𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐵𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐴𝐵𝐴𝐴)

DFI DOL=  (Σ𝐵𝐴𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐵𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐴𝐴𝐴) − (Σ𝐴𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐵𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐴𝐴𝐴)(Σ𝐵𝐴𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐵𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐴𝐴𝐴) + (Σ𝐴𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐵𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐴𝐴𝐴)=  (Σ𝐵𝐴𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐵𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐴𝐴𝐴) − (Σ𝐴𝐵𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐵𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐴𝐴𝐴)(Σ𝐵𝐴𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐵𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐴𝐴𝐴) + (Σ𝐴𝐵𝐴𝐵𝐴 + Σ𝐴𝐵𝐵𝐵𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐵𝐴𝐴 + Σ𝐵𝐴𝐴𝐴𝐴)
Binomial tests are performed to evaluate whether the difference between both elements

framing the minus sign of each equation was significant, in order to assign a “+”, “-” or “0”

sign. In (Pease and Hahn 2015), 8 unique patterns of DFOIL were linked to different polarized

introgression events (with an explicit direction) and another 2 to pairs of non polarized (both

directions) events (see Table 1. in Pease and Hahn 2015).

2.2. DFOIL, a 5-taxon extension of D-statistics, rarely solves the issue raised by ghost

introgressions.

If we examine the DFOIL statistic with the possibility of presence of ghost lineages, we can

observe two additional DFOIL patterns, “00++” and “00--” that can be interpreted as non

polarized events. Furthermore, any non polarized event can be explained either by an

introgression between an ancestor lineage of one clade and a species from the opposite clade

or an introgression from a midgroup ghost lineage to the second species of the opposite clade.

For example, the Dfoil pattern “++00” arises from the event P1P2<->P3 but could also be

observed following the event Ghost->P4. For “--00”, events are P1P2<->P4 and Ghost->P3.

For the two new patterns, “00--” and “00++”, events are P3P4<->P1 and Ghost->P2 and

events are P3P4<->P2 and Ghost->P1 respectively. It should be noted that, similarly to the

D-statistic, an introgression from the outgroup lineages or an external lineages to the quintet

will produce the same pattern as a midgroup ghost interpretation. Given that the ancestor of

P3 and P4 is always older than the ancestor of P1 and P2, this implies that a lineage with no
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descendant available inside the ingroup is the donor for those two DFOIL patterns, either a

sister lineage to P3P4 or a midgroup ghost lineage. Conversely polarized events can not be

explained by any events involving midgroup ghost lineages. This means that Dfoil can only

be erroneously interpreted if the pattern is non polarized.
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4
Reconnaître l’existence de lignées

fantômes inverse les résultats des

méthodes de détections utilisant

les longueurs de branches des

arbres de gènes

Les événements de flux de gènes sont courants à toutes les échelles du monde

vivant. Ces évènements peuvent être détectés avec des méthodes phylogénétiques

notamment, en comparant l’histoire évolutive des fragments échangés à l’histoire

évolutive des espèces ou des gènes n’ayant pas été transférés.

Dans ce manuscrit sont présentées trois réévaluations, avec des simulations, de

méthodes basées sur l’utilisation des longueurs de branches pour détecter des flux

de gènes et résoudre l’histoire évolutive des espèces considérées. On montre que

détecter des flux de gènes avec ces méthodes en prenant en compte les espèces

fantômes peut inverser les conclusions tirées dans ces différentes méthodes :

1. Le D3, une variante du test ABBA-BABA, utilise des arbres de trois taxa

et les longueurs de branches pour détecter des événements d’introgression.

Cependant, de la même manière que le test ABBA-BABA, celui-ci ne prend
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pas en compte l’impact des espèces fantômes sur son interprétation.

2. Pour résoudre la phylogénie d’un complexe d’espèces gambiae, Fontaine et

al (2015) on utilisé l’hypothèse suivante : si les flux de gènes diminuent la

distance évolutive et les longueurs de branches dans les arbres de gènes,

alors les gènes qui présentent les longueurs de branches les plus importantes

n’ont probablement pas subi d’échanges et devraient donc représenter

l’histoire évolutive des espèces. La phylogénie qu’ils trouvent implique que

la majorité des gènes sont introgressés. Prendre en compte les espèces

fantômes permettrait d’inférer une phylogénie alternative et plus conforme à

l’histoire des gènes.

3. La mitochondrie et le chloroplaste sont deux organelles qui ont été acquises

par endosymbiose. Les mitochondries, ubiquitaires chez les eucaryotes,

dériveraient d’un endosymbionte Alphaproteobacterien. Les chloroplastes,

présents chez certaines espèces de plantes et algues, proviendraient de

l’endosymbiose d’une cyanobactérie par les cellules eucaryotes. Dans l’espoir

de clarifier la chronologie d’acquisition de ces deux organelles, qui est encore

source de débat, plusieurs méthodes utilisant les longueurs de branches ont

été développées avec pour objectif d’ordonner les multiples événements

d’acquisition des différents gènes les composant. L’hypothèse sous-jacente

de ces méthodes est la suivante : si deux gènes ont été transférés

horizontalement dans le même receveur, l’arbre de gènes présentant les

longueurs de branches les plus courtes indiquerait que ce gène aurait été

acquis plus récemment que le second gène présentant lui des longueurs de

branches plus importantes. On montre que les longueurs de branches ne

permettent pas de donner une chronologie aux évènements d’acquisition si

les espèces fantômes sont considérées.
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Abstract: A common expectation is that introgressions, transfers, gene flow, or any kind of

horizontal transfer of genetic material across taxa or populations results in phylogenies with

shorter branches for the lineages involved. Following this prediction, authors proposed to use

phylogenetic branch lengths as a tool to identify introgressed genomic regions, to choose good

markers to reconstruct correct species trees (i.e. gene trees with longer branch lengths) or to

relatively order acquisitions of genes during major transitions (eukaryogenesis or origin of

chloroplasts). However, the use of branch length in these contexts is misleading because it

overlooks the important impact of ghost lineages on the theoretical expectations. We show that

when considering that extinct, unknown and unsampled taxa are predominant, which is far from

unrealistic, conclusions of studies using branch lengths can be the exact opposite.

Introduction

Genomic flow across taxa appears as an important evolutionary force, affecting all domains of

Life, and occurring at all evolutionary time scales: from introgression between populations to

trans-phylum endosymbiosis. Detection of these events, hereafter referred to as Horizontal

Genomic Fluxes (HGF) can be performed with phylogenetic approaches. The principle is that

phylogenies reconstructed from portions of the genomes that were transferred (from single sites

to full chromosomes) may contradict topologically the phylogeny of the taxa analyzed (the

species tree), and/or show shorter branch lengths (on average and in lineages involved in the

1
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transfer). These simple expectations are at the basis of myriad studies and methods on HGF

(Adato et al. 2015; Fontaine et al. 2015; Pittis and Gabaldón 2016; Rosenzweig et al. 2016;

Dalquen et al. 2017; Hahn and Hibbins 2019; Hibbins and Matthew W Hahn 2019; Pfeifer and

Kapan 2019; Forsythe et al. 2020a, 2020b; Vosseberg et al. 2020; Susko et al. 2021; Suvorov et

al. 2021).

We focus here specifically on the link between HGF and branch lengths. We show that the way

branch lengths are interpreted in studies dealing with genomic fluxes overlooks the impact that

ghost lineages can have on these expectations. By ghost lineages, we mean any taxa that is

absent from the analysis, i.e. the extant taxa that are simply excluded, the extant taxa that are still

unknown, and all taxa that are extinct. While the first category is a choice and can be taken into

consideration in the interpretation of the results obtained, the two others are not. More than

99.9% of all species that ever lived are now extinct (Raup 1991), and the number of extant

species still uncatalogued is almost an order of magnitude higher than reported ones (around 1.3

over 8.7 Million estimated in 2011, Mora et al. 2011), and many orders of magnitudes higher if

considering microbial species (Locey and Lennon 2016).

We reanalyzed three different studies that used the expected link between HGF and branch length

in three different contexts: for the detection of introgressed loci (the D3 method Hahn and

Hibbins 2019), for resolving the correct branching order of Anopheles species (Fontaine et al.

2015) and for timing the acquisitions of genes associated with the emergence of eukaryotic cells

(Pittis and Gabaldón 2016; Vosseberg et al. 2020) and those at the origin of the chloroplast

membrane (Sato 2020). With simple simulations, we show evidence that under the very weak

assumption that many taxa are invisible, using the argument of branch length to draw

conclusions involving HGF is misleading, and can even lead to conclusions that are the opposite

of those drawn initially. We advocate for a better consideration of ghost lineages in evolutionary

studies and propose an alternative hypothesis: any signal of horizontal genomic flux should be

interpreted at first as coming from a ghost.

Results

Preamble

2
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The three examples that we explore in this study (the three next sections) illustrate the same

principle regarding the overlooked impact of ghost lineages on branch length after HGF: instead

of decreasing branch lengths, transfers of genetic material may increase it in some cases when

ghost lineages are the source of the transfers. This is illustrated in Figure 1. While HGF between

species present in the analysis produce gene trees with shorter branch lengths (scenario A and B),

HGF from the ghost lineage "X" produces a gene tree with longer branches (scenario C). As a

consequence, considering phylogenies with smaller branches as the result of genomic fluxes can

in fact be the opposite of what really occurred: phylogenies with shorter branches might stem in

reality from the absence of introgression.

Figure 1. Effect of some horizontal genomic fluxes (HGF) on the branch lengths of phylogenetic trees of the

horizontally transferred genomic regions. HGF from a ghost lineage (X) exterior to the ingroup containing the three

lineages considered (scenario C) produces a phylogenetic tree with increased branch lengths as compared to the

species tree, while HGF within the three lineages of interest (scenarios A and B) do the opposite.

Using branch lengths to detect introgression events (the D3 method) is often misleading

D3 (Hahn and Hibbins 2019) is a recently published test that proposes to use branch lengths (i.e.

pairwise distances between species) to detect introgressions in a three-taxa tree. Referring to the

notations in Figure 1, the test is supposed to detect gene flows between sp2 and sp3 or sp1 and

sp3 (cases A and B, respectively), by computing the statistics:𝐷3 = 𝑑𝑠𝑝2−𝑠𝑝3−𝑑𝑠𝑝1−𝑠𝑝3𝑑𝑠𝑝2−𝑠𝑝3+𝑑𝑠𝑝1−𝑠𝑝3 (1)

According to the original description of the test, if no introgression occurs, D3 is equal to 0

regardless of the presence of Incomplete Lineage Sorting (ILS), but in the case of gene flow, D3
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can be either significantly positive, revealing introgression between sp1 and sp3, or significantly

negative, revealing introgression between sp2 and sp3.

So the D3 method (and others Adato et al. 2015; Rosenzweig et al. 2016; Hahn and Hibbins

2019; Forsythe et al. 2020; Pfeifer et al. 2020; Suvorov et al. 2021, based on the same principle)

rely on the assumption that short branch lengths will be observed following introgression events.

But what if the introgression occurs between a taxa outside the tree (such as X in Figure 1) and

the sp2 taxa for example (see case C in Figure 1)? Such gene flow increases the distance between

sp2 and sp3 without affecting the distance between sp1 and sp3. This results in a significantly

positive D3 that is interpreted as gene flow between sp1 and sp3 while none of these taxa are in

fact involved in the introgression. While it has been shown several times that the D-statistic and

other variants can be deceived by ghost lineages (Durand et al. 2011; Hibbins and Hahn 2021), it

is an issue for which the scale is still unknown (but see Tricou et al. 2021).

In practice, the chance that ghost introgressions produce erroneously interpreted D3 statistics can

be estimated. To do so we simulated random species trees and random introgressions thererin,

with the software ms (see Material and Methods), and for all possible samples of three-taxa

where D3 was significantly different from 0, we evaluated whether this result was imputable to

(i) an introgression within the group containing the three taxa of interest (the ingroup), even if

the donor taxa was not the one directly involved (i.e. a sister donor Eaton and Ree 2013), or (ii)

to a “ghost introgression” from outside the ingroup, resulting in erroneous interpretation of the

test. Unsurprisingly, the probability of erroneous interpretation of the D3 statistics was high when

the size of the ingroup was small relative to the total size of the tree, almost reaching 100%

(Figure 2). Biologically speaking, considering that there are more taxa outside a given clade than

inside does not seem unrealistic, which allows us to propose that any D3 statistics significantly

different from 0 should be interpreted at first as the result of an introgression from outside the

tree formed by the three taxa considered.
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Figure 2. Proportion of cases (in simulations) where a D3 test is significantly different from 0 because of an

introgression from a ghost lineage situated outside the ingroup. These cases might be incorrectly interpreted (see

text) and lead to the misidentification of both taxa involved in the introgression. The proportion of erroneous

interpretation of the test is computed for different relative sizes of the ingroup, i.e. the size of the smallest subtree

containing the three taxa studied divided by the total number of species in the tree (see sketches on the left side).

Using branch lengths to resolve the correct species branching order in mosquitoes is

misleading in the presence of ghost lineages

It is a common practice in phylogenetics to use gene markers known to not be horizontally

transferred in order to reconstruct the “true” species phylogeny. This is meaningful, because

HGF can change the topology of the gene phylogenies and should thus be discarded. Following

this, if one considers that HGF decreases branch lengths in gene phylogenies, it seems like a

straightforward expectation that among multiple possibilities of species tree topologies, the one

supported by the genes with the largest branch lengths will be the correct one. These genes are

those that are expected to not have experienced genomic fluxes and to thus be concordant with

the "true" species tree topology.

This approach was proposed and used to recover the "correct" branching order of three

Anopheles species (An. arabiensis, An. gambiae and An. coluzzii in Fontaine et al. 2015), i.e. the

one supported by the genes with the largest branches. As explained in the preamble, however, the

hypotheses behind this approach (in terms of branch lengths) may well be violated because in the

presence of ghost lineages, long branches may well be the result of introgression and not an

indication of the absence of it.
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To test the effect that ghost lineages may have on the strategy proposed in (Fontaine et al. 2015),

we simulated a species tree from which three species were chosen to mimic the three Anopheles

species used in the original study (Figure 3, top). Using ms, we simulated data (gene trees) under

two simple evolutionary scenarios (see Material and Methods): one involving an introgression

between ingroup species B and C (scenario 1), and one involving an introgression from a ghost

lineage outside the ingroup to the species B (scenario 2, Figure 3). We separated the obtained

gene trees in two categories, those with a topology similar to the species tree and those with a

discordant topology. We then computed for each category the mean divergence times (T1 and

T2) in the trees (see Figure 3).

We observed that under the scenario not involving a ghost lineage (scenario 1), divergence times

in gene trees with discordant topologies (as compared to the species tree) were on average

smaller than in gene trees with topologies similar to the species tree (Figure 3). This is in

accordance with the expectations of the test as formulated in the original study: "Because

introgression will reduce sequence divergence between the species exchanging genes, we expect

that the correct species branching order revealed by gene trees constructed from non introgressed

sequences will show deeper divergences than those constructed from introgressed sequence"

(Fontaine et al. 2015).

However, when the introgression comes from a ghost lineage (such as in scenario 2), we observe

opposite results, with gene trees with discordant topologies (as compared to the species tree)

exhibiting deeper divergence than gene trees supporting the species tree topology. In this case,

considering that the "true" species tree topology is the one supported by the genes with deeper

divergence times will result in an erroneous conclusion.
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Figure 3. Impact of ghost lineages on the use of branch lengths to choose between alternative species topologies.

Top panel: complete species tree, black branches represent the ABC tree while grey branches represent ghost

lineages. The evolution of genomes (1000 genes) is simulated in the tree with two different introgressions: scenario

1, the ingroup introgression (solid orange arrow), between B and C and scenario 2, the ghost introgression (dotted

orange arrow), between a ghost lineage X and B. Bottom panel. Left: three possible topologies for the 3 selected

groups (A,B and C). Right: Mean divergence times T1 and T2 are computed for both scenarios and for all genes

supporting either the species tree topologie "ABC" or the two discordantes topologies "BCA" and "ACB" (whiskers

standard error of the mean, *** for t-test with P-value < 2.2e-16).
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Using branch lengths to order acquisition events (the stem-length method) is misleading in

the presence of ghost lineages

In recent papers, a method termed “stem-length” was proposed to help ordering different

acquisitions of genes during eukaryogenesis (Pittis and Gabaldón 2016; Vosseberg et al. 2020)

and was also applied to better characterize gene acquisitions and their relative timing at the

origin of the chloroplast membrane (Sato 2020). This stem-length method, depicted in Figure 4,

relies on the expectation that early acquisitions of genes should result in long branches (or stems)

at the base of the receiving lineage in the phylogenetic trees of the transferred genes, while late

acquisition should lead to shorter stems (Figure 4, top). This approach was used to address the

long-standing question of the early or late acquisition of mitochondria during eukaryogenesis

(Pittis and Gabaldón 2016), concluding that shorter stems in phylogenetic trees of eukaryotic

genes with alphaproteobacterial origin was supporting the latter.

However, if ghost lineages are considered, the expectations of the stem-length method can be

totally reversed. In the case where the donor lineage has no descendants, either because they all

went extinct or because they have not been discovered yet, the stem lengths will not be

determined by the time where the transfer occurred, but by the time of the divergence between

the missing (ghost) clade from which the transfer originated and its closest non-missing relative

(Figure 4, bottom). Under these circumstances, the correlation between the order of acquisitions

and the stem-length can easily be lost.
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Figure 4. Illustration of the impact of ghost lineages on the use of branch length (the stem-length method) to time

acquisitions. When all clades are available, i.e. there are no ghost lineages (top), early acquisitions produce gene

trees with long stems (orange arrows), while late acquisitions produce gene trees with short stems, as reported on the

grey box on the right. If some clade is missing, i.e. there are ghost lineages (bottom), the opposite observation can be

made. Because the donor lineage (here the ancestor of C) left no descendant, and because it splitted with the rest of

the clades before the time of the early acquisition, the stem lengths are inverted: early acquisition leads to shorter

stem lengths than late acquisition (grey box).

To quantify this, we performed a simple simulation where species trees with 1000 leaves were

generated following a birth-death process and pairs of acquisition events were repeatedly

sampled in the tree to mimic early and late acquisitions. We then sampled a variable proportion

of the extant species (between 10% and 1% of the total number) and looked at the effect of this

sampling on the correct or erroneous prediction of the order of the events if using the stem-length

method (Figure 5). We observed that when 10% of the species were considered, already ~33.5%
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of the predictions were wrong (would predict that event A occured before event B while the

opposite happened). This proportion reached almost 50% (the maximum possible, equivalent to

random prediction) when 1% of the species were sampled (Figure 5A).

We also observed that the error of the stem-length method increased when the time interval

between the two events is shorter. Indeed, from the ~33.5% of wrong predictions with 10% of

species sampled, we reached nearly ~41% of wrong predictions with the same proportion of

species sampled, if only looking at events whose interval was less than 10% of the tree height

(Figure 5B).

Figure 5. Effects of species sampling (A) and time interval between acquisition events (B) on the percentage of

correct (blue bars) and erroneous (red bars) predictions of the order of events when using the stem-length method.

The red dashed line represents what would be observed if predictions were at random. Cases where the stem-length

method cannot order the events (because stems have the exact same length) are removed, which explains why blue

and red bars do not always sum to 100%.
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The simulations performed here are simple, but are illustrative of the impact that ghost lineages

can have on approaches like the stem-length method for ordering events. Being more

biologically realistic would require, for any clade on which the stem-length method is to be

applied, to be able to answer the following questions: how likely is it that none of the

descendants of lineages from which transfers originated are observed today? and How far apart

did the events considered occurred, relative to the total time span considered?

If referring to the biological data for which the method was devised and on which it was applied

originally (Pittis and Gabaldón 2016; Vosseberg et al. 2020), we can provide the following

elements. The acquisitions analysed are genes of bacterial origin transferred to protoeukaryotes

before the Last Eukaryotic Common Ancestor (LECA), that is between ~1.1-1.2 and ~2.3-2.7

Billion years ago (reviewed in Chernikova et al. 2011), and after the so-called FECA (First

Eukaryotic Common Ancestor). It is hard to infer the macroevolutionary history of bacteria,

especially at such deep evolutionary timescales, but it is clear that of the lineages living at this

period, most went extinct (Louca et al. 2018), and some of them certainly during mass

extinctions (Weinbauer and Rassoulzadegan 2007). It appears also clear that most extant

bacterial lineages are still unknown (Locey and Lennon 2016; Louca et al. 2018), and that they

may not be scattered uniformly across the known diversity. Indeed, unsampled lineages are likely

to form major clades, as illustrated by the discovery of a complete new phyla (CPR) back in

2016 (Hug et al. 2016).

Considering all these elements, the possibility of erroneous ーor at least randomー prediction of

the order of events on such data does not seem unlikely. This questions the use of such methods

in cases where only a small fraction of all the diversity (extinct and extant) is known, which may

well be the rule more than the exception in biological studies.

Discussion

Branch length approaches are versatile methods allowing to study different aspects of horizontal

genomic fluxes at different scales, from intraspecies introgression (between populations) to

trans-phylum gene acquisitions. These approaches all rely on the expectation that any Horizontal

Genomic Flux (HGF) should result in a shorter (phylo)genetic distance between the donor and

the recipient entities when looking at the transferred genomic sequence(s) than when looking at

other (presumably vertically transferred) sequences for the same entities.
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However, this only holds if all lineages, or at least sister lineages of all involved lineages, are

present in the study. Indeed, and as demonstrated here, an apparent decrease in the

(phylo)genetic distance between two entities can in fact result from an increase of the

(phylo)genetic distance between other (non-considered) ones. It appears therefore important to

take into account ghost lineages when interpreting the result of branch-length-based HGF

inference methods.

Our simulations demonstrate that under the weak assumption that many lineages are ghost, not

only does the possibility of an HGF coming from unknown species increases, but also the

possibility that the identification of both the donor and the recipient of the transfer is erroneous,

leading to the identification of two lineages that have nothing to do with the lineages truly

involved. When interpreting the results of a D3 test, the possibility of introgression from ghost

lineages should be systematically taken into consideration as an alternative possible scenario and

should be considered (at least) as being as probable as the usual interpretation. Similarly, we

show that HGF from a ghost lineage could in some cases increase branch length in gene trees,

instead of decreasing it as is commonly expected. This absence of an unambiguous pattern

should prevent the usage of branch length to identify appropriate markers for phylogenetic

reconstruction. Finally, because HGF can increase and decrease branch length depending on the

sampling effort and the amount of ghost lineages, using it to relatively time transfer events needs

precaution.

Here, we highlight the issue that most HGF-detection results are examined without considering

ghost lineages. Failure to consider the impact of ghost lineages on the interpretation of such tests

could impair their usefulness and change conclusions that we draw from them. As such, we

suggest that the interpretation of the results of gene-flow-related methods should be done with

ghost lineages as the topmost hypothesis.

Material and Methods

Effect of ghost lineages on the D3 test for introgression

Simulating species trees and introgressions

We simulated 200 random species trees with a birth-death model using the tool Zombi (Davín et

al. 2020). Speciation rate and extinction rate were respectively fixed to 1 and 0.9. Simulations

stopped when 40 extant species were reached. With a custom python script, we converted species
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tree topology in a suitable format to use in the coalescent simulator ms (Hudson 2002). Branch

lengths were converted in units of generation and fixed the age of the root of the trees to 106

generations. To simulate the introgression, a single event of migration was imposed over 1

generation for a fraction f= 50% of the donor population to invade the recipient population. This

migration rate was used to ensure that introgression detection using D3 would not be biased by

false positives. Then, for each species tree we used ms, implemented in the R package Coala

(Staab and Metzler 2016), to simulate 1000 gene trees, evolving in populations of fixed size (Ne)

of 100,000 individuals.

Computing the D3

To compute the D3 for a trio of lineages with topology ((P1,P2),P3) in a species tree, we

compute D13 and D23, respectively the sum of the distance (or branch length) separating P1 and

P3 and the sum of the distance separating P2 and P3 across all 1000 gene trees. We then

computed the D3 following equation (1). This was done for each trio of lineages with topology

((P1,P2),P3) in each species tree simulated. The significance of D3 was tested by bootstrap

resampling of 1000 gene trees with 1000 replicates. We then calculate the Z-score and consider a

D3 significant if Z>3 or Z<3, following Green et al (2010). Finally, as we tracked for each

simulation the true donor and recipient lineages, we assessed for each given D3 if the test was

significantly due to an ingroup introgression or a ghost introgression.

Using branch lengths to determine the correct species tree topology

Species tree simulation with ingroup introgression or ghost introgression

We used Zombi to simulate a species tree. If not stated otherwise, parameters were the same as

the one used in the previous section (see section 1.1). The simulation stopped when 16 extant

species were reached. On this tree, three species with the topology ((A,B)C) were selected

similarly to what is used in (Fontaine et al. 2015). From this point, all other lineages were

considered as ghost lineages. We then converted the topology of the tree in a ms readable tree, to

use for coalescent simulation. Using ms, two dataset were generated, in both the number of

generation separating the tip from the root of the tree was fixed to 5*106 generations and an

event of migration, for a fraction f= 20%. For the first dataset the migration took place from B to

C, between two extant species (ingroup introgression). For the second the migration took place
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from a random ghost lineage outside the triplet phylogeny and B (ghost introgression). Finally

for both models, we simulated 1000 gene trees, evolving in populations of fixed size (Ne) of

100,000 individuals.

Branch length in gene trees.

For all gene trees, we determined in which topology the three species A, B and C were, either

((AB)C) (also representing the species tree branching order) or one of the two discordant

topologies that arise from ILS or introgression, ((BC)A) or ((AC)B). Subsequently, for both

models and for each gene tree, the value of species divergence times T1 and T2 were computed

(but see Figure 3) following the equation from Fontaine et al. 2015 (see supplementary material

S3.2 from their paper).

Timing the acquisition of genes in presence of ghost lineages: the stem-length method

To compare simulated versus predicted order of events using the stem-length method (Pittis and

Gabaldón 2016; Vosseberg et al. 2020) in the presence of ghost lineages, we performed the

following simulations:

- Generate 100 trees under a birth-death process (speciation rate = 1, extinction rate = 0.5)

using the rphylo function in the R package ape (Paradis and Schliep 2019), stopping the

simulations when tree reached 1000 leaves.

- Randomly sample two points in each tree representing two origins of transfers (or

acquisitions) and record their timing and the time interval dt between them (as a fraction

of the total tree height).

- Sample a proportion p of the leaves in each tree.

- Evaluate the new order of the events if using the stem-length method on the pruned tree.

- Record whether the order of events before and after sampling agree (1), disagree (0) or

are indistinguishable (NA). The latter case occurs if the stem-lengths after sampling are

equal for the two events.

- Compute the proportion of each case out of the 100 replicates.

Values of p were chosen between 10% (100 leaves) and 1% (10 leaves) of the total number of

leaves, every 1%, and the whole process was repeated 100 times to obtain a variance around the

observed proportions of correct and erroneous predictions on the order of the events.
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To explore the effect of the time interval (dt) between the events on the proportion of erroneous

predictions, we subsampled the pairs of events with dt<1, dt<0.6 and dt<0.1 and recomputed the

proportion of correct and erroneous predictions each time. This analysis was restricted to the

case where p=10%.
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5
Détecter les groupes d’espèces

fantômes grâce aux gènes

transférés horizontalement

Ce manuscrit présente un premier concept de méthode capable de prédire la

diversité éteinte et de détecter des clades non échantillonnés/inconnus dans une

phylogénie avec les transferts horizontaux de gènes.

La majorité de la biodiversité qui a existé et qui existe aujourd’hui sur Terre

nous est inconnue et les méthodes d’étude et d’identification de cette diversité

fantôme sont limitées. Une des plus grosse source d’information sur la biodiversité

éteinte est dans l’analyse des fossiles (Donoghue et al., 1989). Cependant, la

quantité de fossiles est à la fois limitée, hétérogène dans le temps, mais aussi entre

les clades. Par ailleurs, bien que la majorité de l’évolution et de la transmission de

matériel génétique se fasse verticalement (i.e. d’ascendant à descendant), les flux

de gènes sont très fréquents à travers tout l’arbre du vivant.

Cela implique qu’une partie des gènes qui sont présents dans les espèces

observables aujourd’hui, peut être apparue et/ou avoir évolué pendant un certain

temps au sein d’espèces qui sont maintenant éteintes (i.e. qui n’ont pas donné de

descendants) ou tout simplement inconnues (Maddison, 1997b; Galtier and

Daubin, 2008). Cette affirmation implique que les gènes transférés
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horizontalement contiennent des informations sur la nature et l’existence de la

biodiversité éteinte et inconnue. Détecter ces transferts de gènes pourrait donc

être une façon de prédire la diversité que l’on ignore encore.

Pour développer cette méthode, j’ai utilisé des données simulées avec Zombi

(Davín et al., 2020). Dans un premier temps, il était nécessaire de pouvoir comparer

les transferts détectés par réconciliation avec ceux simulés. Cette comparaison est

impossible avec des données empiriques puisque ici ce sont les espèces fantômes

et les gènes qu’elles transfèrent qui nous intéressent. Ces espèces sont forcément

absentes de nos données puisqu’elles nous sont inconnues.

Dans un premier temps des arbres d’espèces avec de l’extinction et de

l’échantillonnage sont simulés avec Zombi. Toujours avec cet outil, des génomes

on évolué le long des branches des arbres d’espèces, avec des événements de

transferts horizontaux. Enfin, on utilise l’outil de réconciliation ALE pour

détecter les événements de duplication, de perte et de transfert en utilisant l’arbre

des espèces vivantes et observables (i.e. sans les espèces éteintes et non

échantillonnées).

On montre sur une simulation simple qu’il est possible d’utiliser les transferts de

gènes inférés par un outil de réconciliation pour localiser la position d’un groupe

fantôme dans un arbre d’espèces.
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1 Introduction

Horizontal Gene Transfer (HGT), the transmission of genetic material
across species boundaries, is a major driver of evolution in bacteria and
archaea but also in eukaryotes (Daubin and Szöllősi, 2016). HGTs have
long been considered as a source of noise for species tree reconstruction,
but in the last decade they started to be seen as real opportunities for
answering fundamental questions in Evolutionary Biology. For instance,
it was demonstrated that HGTs could be used for finding the root of
the Tree of Life (Abby et al., 2012), could provide insight in the rela-
tive timing of speciation events is species trees (Szöllősi et al., 2012), or
could even help dating the Tree of Life (Dav́ın et al., 2018). HGTs, by
definition, involve a donor and a recipient species. Identifying the recip-
ient species is considered a simple task (but see (Tricou et al., 2021) and
Chapter 4) as it is the one whose genome hosts the sequence that has
been identified as being horizontally transferred. Identifying the donor,
however, is much more complicated because it may be extinct or simply
unknown.
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This so-called ghost biodiversity (extinct and unknown) may well con-
stitute most of everything that has ever existed on Earth. Indeed, only a
few million species have been described so far, which is small compared
to those suspected to exist (Mora et al., 2011), and most species that
ever lived on earth are now extinct. The difference between the diver-
sity that we know and the one we don’t know is even larger in bacteria
and archaea than in eukaryotes, because extinct species in these groups
hardly fossilize (Waggoner, 1996) and because their estimated diversity
is orders of magnitude larger than their known one (Locey and Lennon,
2016). Recent results revealing that a large amount of previously un-
suspected diversity can be detected with metagenomic approaches (Hug
et al., 2016) reinforces this view.

This enormous proportion of extinct and unknown species (hereafter
referred as ghost lineages), combined with the ubiquity of horizontal gene
transfers in Evolution, implies that some genes that are present in species
that are known today may have originated and/or evolved for a period
of time in ghost lineages (Maddison, 1997; Galtier and Daubin, 2008;
Szöllősi et al., 2013). This also means that horizontally acquired genes
may carry some information on the nature and existence of this ghost
diversity.

In this brief paper, we explore the idea that HGTs could be used to
detect or predict ghost diversity. We first present the theoretical concept
behind this idea, and we then use simple simulations to show that, thanks
to HGTs, the presence of a clade and its phylogenetic position can be
correctly retrieved even though not a single genome is available for this
clade.

The proof of concept presented here opens new lines of research for
the future: the scarcity or absence of fossils, especially in Archaea and
Bacteria, may not be synonymous of an absence of data to explore the
past anymore.
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Figure 1: Schematic justification of the use of HGT for detecting ghost diversity. Trans-
fers from ghost groups to groups that are sampled (left) produces gene trees (center)
whose reconciliation with the species tree can give a signal for the presence of a ghost
group branching at the position where the transfer originates (right tree).

2 Theoretical concept behind the use of HGT de-

tection to identify ghost diversity

Reconciliation methods are popular means of detecting evolutionary events,
and among them horizontal gene transfers. By comparing (reconciling)
gene and species trees, these methods infer the most likely evolutionary
scenario that can explain the observed discordance (if any) between the
trees, invoking evolutionary events such as gene duplications, transfers
and losses.

An under-explored property of reconciliation approaches is that they
also carry some potential for exploring unknown diversity. Indeed, and
as illustrated in Figure 1, reconciliation of gene and species trees allows
detecting genes present in extant species that have been acquired hori-
zontally from species that are now extinct or still unknown. In a scenario
in which a ghost clade is present in the species tree considered (red clade
in Figure 1) and has one of his genes transferred to other extant lineages
(gene x in Figure 1), one way to explain the observed discordance be-
tween the gene and the species tree could be a horizontal transfer leaving
from the branch that would normally support the ghost clade (red branch
in the rightmost tree of Figure 1) and going to the same recipient species
in the green clade.
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If the ghost clade is big and transfers are frequent, then many genes
may give the same signal, thus revealing the presence and localisation
of this ghost clade. When reconciling many gene trees with a species
tree, an excess of transfers originating from the branch supporting the
ghost clade is thus expected. Under the assumption that the number of
transfers originating from a branch is correlated with the length of this
branch, one way of detecting the presence of the ghost clade would be to
identify branches in the species tree whose number of transfers emerging
from it is high compared to their length.

Using simple simulations (see material and methods), we test this
possibility of detecting ghost clades with reconciliation-based HGT de-
tection.

3 Materials and Methods

To test our capacity to detect a ghost clade using HGT, we devised a
5-steps approach: (i) simulate a large species tree with one large ghost
clade, (ii) let genes evolve along the branches of this tree, with duplica-
tions, losses and transfers, (iii) remove all species that are unknown or
extinct (ghosts) in the species tree and the gene trees, (iv) reconcile gene
and species trees and (v) search for a signal left by the ghosts, if any.
These steps are detailed hereafter.

(i) The species was simulated using the birth-death simulator available
in Zombi (Dav́ın et al., 2020). Speciation and extinction rates were set
to 1 and 0.5, respectively, and simulation stopped when the tree reached
100 extant lineages. The tree obtained comprised 218 species in total
(100 extant and 118 extinct, Figure 2A). In this tree a monophyletic
group of 72 species (comprising 30 extant species) was manually chosen
and had its branch length reduced by a factor of 0.8. This formed what
we called the ghost clade (red clade in Figure 2A).

(ii) Zombi (Dav́ın et al., 2020) was used to evolve a genome of 500
genes along the branches of the complete species tree, using the following
parameters: duplication rate = 1, loss rate = 3 and transfer rate = 5.

102



(iii) The 500 gene trees obtained and the species tree were pruned to
remove non-extant species, using a dedicated python script.

(iv) Reconciliation analyses were conducted using ALE (Szöllősi et al.,
2015) on each one of the 500 pruned gene trees, using default parameters.
ALE is a probabilistic approach that estimates duplications, transfers
and losses (DLT) rates. Using those rates, the program then outputs 100
sampled reconciled amalgamated gene trees from which the frequency of
transfer events is computed. This produced a set of 500 reconciliation
scenarios, involving duplications, transfers and losses.

(v) For each branch in the species tree, the sum of all inferred transfers
leaving from it (over all 500 reconciliation scenarios) was computed, and
compared to its length. As explained before, we expect an excess of
transfers to be observed on the branch supporting the ghost clade. To
test for this effect, taking into account the fact that longer branches are
also expected to show more transfers, we performed a linear regression
of the number of transfers inferred with ALE by the branch length and
looked for outliers.

For each branch we computed is ”outlierness” by computing the prob-
ability to belong to the expected distribution of the number of transfers
given their length. First we standardized the observed number of trans-
fers leaving the branch by subtracting the corresponding fitted value
inferred from the linear model and dividing by the model standard devi-
ation. Second, we compared this value to the normal distribution com-
puted from all standardized values to compute a p-value. Finally, p-
values were adjusted using Benjamini-Hochberg procedure (control the
false discovery rate, the expected proportion of false discoveries amongst
the rejected hypotheses) (Klipper-Aurbach et al., 1995) with a false dis-
covery rate cutoff (FDR) of 0.05. Any branch below this threshold re-
vealed a number of transfers originating from it exceeding the expected
one considering its length, an outlier.
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Figure 2: (A) The complete species tree used for the simulation presented here. Extant
species are represented in dark green, extinct lineages in grey and the ghost clade in
red (see text). (B) Distribution of the number of transfers leaving a branch (y-axis)
as a function of the branch length (x-axis). The red line is a linear model (R2 = 0.26,
P = 1.043× 10−16). The red dot correspond to the branch supporting the ghost clade
in the extant species tree.
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4 Results

Across all gene trees obtained after evolving a genome of 500 genes along
the branches of a large species tree (Figure 2A), 1101 transfers, 16 dupli-
cations and 1776 losses were simulated with Zombi (Dav́ın et al., 2020).
After reconciliation, 514.59 transfers, 1.01 duplications and 798.51 losses
were detected by ALE.

Figure 2B depicts the sum of transfers inferred from each possible
donor branch (as a sum of all HGTs frequency) as a function of their
length. We observed that the longer the branch, the higher the number
of transfers leaving from this donor (R2 = 0.26, P = 1.043× 10−16).

We detected one outlier from this distribution (FDR adjusted P =
1× 10−16). This donor branch showed a much higher number of transfers
than expected given its length. With a length of 0.6 (in unit of time
step), if the donor followed the same linear model than others, we would
expect around 2 transfers. Here, we observed nearly 30 times that value,
with 58.16 transfers inferred by ALE as originating from this specific
branch. This donor corresponds to the branch that supported the ghost
clade (red clade in Figure 2A). This excess of transfers is due to transfers
that occurred between ghost lineages within the ghost clade and extant
lineages outside. This result suggests that a ghost clade in a species
tree phylogeny could theoretically be located via the signal of HGT, and
this corroborates our suggestion that HGT could be used to explore the
unknown diversity.

5 Discussion

In the vein of others who exploited the signal from HGTs (Abby et al.,
2012; Dav́ın et al., 2018; Morel et al., 2020), we show here that HGTs
could be used as a surrogate to identify ghost lineages, i.e. extinct, un-
known or unsampled lineages in species trees. These are very preliminary
results but are also very encouraging. Of course, this example is simplis-
tic, because the true gene and species trees are known, including branch
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lengths, because transfers are not too rare or too frequent, because they
are homogeneous along the branches, and because only one clade is ex-
tinct. However, it gives an exciting first proof of concept which, according
to us, justifies to go further in the direction proposed in this project.

This method may be one solution to have access to extinct biodiversity
in groups of species that do not fossilize. The proof of concept presented
here is an important validation of the feasibility of the method. We
are confident that interesting results will come out of it. For example,
large groups of species are still unknown, notably because cultivation-
independent surveys using metagenomics approaches will miss entire
phyla that show divergent 16S ribosomal RNA sequences (as recently
demonstrated for the CPR bacterial group, Brown et al. (2015)). Such
groups could be identified with the method presented here if transfers oc-
curred between these ghost groups and lineages already described. The
observed amount of gene sharing in prokaryotes (Beiko et al., 2005) is big
enough for being confident that such transfers occur, especially if species
live in similar environments.
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6
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6.1 Résumé des principaux résultats de la thèse

Mon travail a consisté à utiliser des simulations pour générer des arbres

phylogénétiques d’espèces contenant des espèces fantômes, puis à faire évoluer des

génomes le long de leurs branches. Enfin j’ai évalué les capacités de différents

outils bioinformatiques à correctement détecter les évènements de flux de gènes et
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regardé s’il était possible d’utiliser leur signal comme outil de détection de la

biodiversité.

Premièrement, j’ai présenté dans le chapitre 2 Zombi, un outil pour simuler

l’évolution d’espèces, de génomes et de séquences qui prend en compte la

participation intégrante des lignées éteintes. Le développement de cet outil m’a

permis d’explorer plus en détail l’impact des lignées fantômes sur notre capacité à

détecter et identifier les acteurs des flux de gènes. Deuxièmement, j’ai illustré

dans le chapitre 3 comment l’interprétation du test ABBA-BABA, une méthode

populaire de détection de l’introgression, était influencée par l’absence de

considération des espèces fantômes et comment son interprétation pouvait être

inversée si l’introgression identifiée venait d’une espèce inconnue ou insoupçonnée.

Troisièmement, j’ai ré-analysé trois résultats de la littérature dans le chapitre 4 et

j’ai montré que la présence de lignées fantômes remettait en question les

conclusions des études utilisant les longueurs des branches des arbres

phylogénétiques pour détecter les flux de gènes, les ordonner dans le temps, ou

pour identifier de "bons" gènes pour reconstruire l’histoire évolutive des

organismes. Enfin, pour montrer que les flux de gènes fantômes ne sont pas

qu’une source de biais et d’erreurs d’interprétations des méthodes de détection,

j’ai présenté dans le chapitre 5 une preuve de concept de la possibilité de

détection et de localisation des clades fantômes dans une phylogénie grâce à la

détection de gènes transférés.

6.2 Vers une détection des lignées fantômes

Initialement, le titre de ma thèse était "Détecter la diversité éteinte et

inconnue avec les transferts horizontaux de gènes". Le projet était centré sur le

développement d’une méthode de détection, et sur l’application de cette méthode

sur des données simulées et empiriques. Les résultats avec les simulations (dont

certains sont présentés dans le chapitre 5) laissaient penser que la détection des

gros groupes fantômes pouvait être accomplie en utilisant le signal des transferts

horizontaux. De façon plus ambitieuse, la fréquence des transferts semblait même

pouvoir être utilisée pour détecter des évènements macro-évolutifs comme des

extinction de masse ou des radiations. Mais l’application sur les données

empiriques a révélé certaines limites de l’approche. Dans les sections suivantes je

reviens sur tout le travail effectué sur la détection des espèces fantômes et
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l’application aux données empiriques, et pourquoi ces résultats nous ont amené à

réorienter le sujet de la thèse vers la question de l’impact des espèces fantômes

sur notre capacité à détecter les flux de gènes.

6.2.1 Délimiter une zone de détection avec les simulations

Une des étapes du développement de la méthode de détection des lignées

fantômes grâce aux transferts à été de définir les conditions dans lesquelles la

méthode pouvait être appliquée. Dans les simulations que nous avons réalisées, on

arrivait à montrer que la méthode était robuste dans une large gamme de

paramètres, biologiquement réalistes. Je résume ici les principales conclusions

auxquelles nous sommes arrivées pour les paramètres testés :

- Taille du groupe : la taille du groupe a peu d’influence sur notre capacité

à le détecter. Tant que le nombre de lignées composant le groupe est important

comparé au nombre d’espèces fantômes réparties dans l’arbre, alors il est possible

de le retrouver avec les transferts. Avec nos simulations, la corrélation entre le

nombre de transferts et la longueur des branches était tellement forte que la moindre

déviation était identifiable. Mais ces résultats questionnent aussi la robustesse de

notre méthodes dans un contexte où plusieurs grands clades sont inconnus et où la

quantité d’espèces fantômes surpasse en nombre celle des espèces de la phylogénie,

un scénario qui semble finalement très probable.

- Taux de transfert : il est important d’évaluer si la quantité de transferts

nécessaire à l’identification des groupes éteints est en accord avec les quantités

observées dans la nature. Ce que nos résultats suggèrent c’est qu’il est très facile

de détecter un groupe inconnu même avec très peu de transferts (quelques dizaines

en tout). Par contre, on perd la capacité de détecter un groupe si le nombre de

transferts est trop élevé (>15 transferts par gène pour un arbre de 50 feuilles). Les

taux de transferts compatibles avec la détection d’un groupe fantôme d’après nos

simulations sont en accord avec le nombre de transferts par famille de gène inférés

dans deux phylogénies de 28 fungis (11 387 familles de gènes) et 40 cyanobactéries

(7 415 familles de gènes) : respectivement 0.07 et 0.16 transferts par gènes.

- Taux de duplication et perte : Ces deux paramètres sont traités ensemble

car ils ont un effet antagoniste. La perte de gène diminue la taille des arbres de

gènes et peut impacter les espèces qui reçoivent des transferts en provenance des
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espèces fantômes. Plus il y a de perte de gènes, plus il y a de chance de perdre

les gènes dans les espèces fantômes et les espèces receveuses, et donc de perdre le

signal nécessaire pour détecter un groupe inconnu. À l’inverse, les duplications de

gènes augmentent la taille des arbres de gènes, et donc augmentent le nombre de

transferts possibles entre des espèces fantômes et le reste de l’arbre. Plus il y a de

duplications, plus l’excès de transfert partant de la branche qui soutient le groupe

inconnu est marqué, ce qui peut faciliter son identification.

L’ensemble de ces résultat suggère que les taux évolutifs rencontrés dans le

vivant ne devrait pas ou peu influencer et entraver notre capacité à détecter la

biodiversité inconnu.

6.2.2 Détecter des traces d’extinctions de masse chez les

bactéries et archées

Une extension possible du test de la détection des espèces fantômes est de

l’utiliser pour détecter des évènements macro-évolutifs majeurs comme des

extinctions de masse ou des radiations. Par exemple, il n’y a aucune information

indiquant si les six extinctions de masse identifiées au cours des 600 derniers

millions d’années (Hallam and Wignall, 1997; Raup and Sepkoski, 1982) ont

également affecté la diversité microbienne, et si oui dans quelle mesure. Si des

transferts peuvent être détectés dans le passé, une diminution drastique de la

biodiversité devrait être associée à une diminution du nombre de transferts

horizontaux détectés. De plus, après de tels événements, une grande quantité

d’habitats se retrouvent disponibles. Par conséquent, des phénomènes de

radiations adaptatives sont attendus et de nombreuse espèces vont évoluer en peu

de temps pour remplir ces niches nouvellement disponibles. Ces radiations sont

souvent liées à des augmentations significatives du nombre d’échanges

horizontaux (Ford et al., 2015). La détection d’une variation dans le paysage des

transferts de gènes d’un arbre phylogénétique, comme une chute suivi par une

augmentation du nombre de transferts, pourrait nous fournir un début de

réponse.

La figure 6.1 est une illustration de cette variation dans le paysage des transferts.

L’arbre à gauche a été simulé avec Zombi (Davín et al., 2020). Un événement

d’extinction de masse a été simulé entre les deux droites verticales bleus réduisant

112



le nombre d’espèces vivante par un facteur 20. Un génome de 500 de gènes a été

simulé le long des branches de l’arbre avec des évènements de transferts de gènes,

puis des réconciliations (avec ALE Szöllősi et al., 2015) ont été faites entre les arbres

de gènes et l’arbre des espèces vivantes. Dans cet arbre, à droite, est représenté

par un cercle le nombre de transferts inféré par branche. Plus un cercle rouge est

opaque plus il y a de transfert partant de cette branche. Comme prédit au-dessus,

une zone dans laquelle les cercles sont nettement plus opaque que dans le reste

de l’arbre peut être observée. Cette zone correspond à l’époque de l’extinction de

masse dans l’arbre d’espèces complet, à gauche. Comme la méthode de détection

des groupes fantômes présentée dans le chapitre 5, ce concept n’est encore qu’une

simple illustration avec une simulation très simpliste. Néanmoins c’est une piste

prometteuse pour explorer des évènements macro-évolutifs du passé.

Figure 6.1 – Identifier des extinctions de masse avec les transferts de gènes. À gauche,
l’arbre d’espèces. Entre les deux droite est représenté l’évènement d’extinction de masse.
À droite, l’arbre des espèces vivantes et les cercle correspondant avec la quantité de
transfert.

6.2.3 L’application sur des données empiriques

Nous avons tenté de valider la méthode de détection de groupes fantômes

(présentée chapitre 5) sur des données biologiques. Une façon de valider notre

approche est de simuler la présence d’un groupe fantôme en le retirant. Ainsi,

pour une phylogénie donnée, un groupe monophylétique d’une taille conséquente

est retiré à la main, puis des réconciliations entre les arbres de gènes et l’arbre

d’espèces sont réalisées pour détecter des transferts et chercher le signal de de ce
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groupe. J’ai appliquée cette méthode à plusieurs ensembles de données : une

phylogénie de 160 espèces de Caulobacteraceae (111 Rhizobiales, 11

Caulabacterales et 38 Rhodobacterales) reconstruite pendant ma première année

de thèse, une phylogénie de 104 Agaricomycotina (Varga et al., 2019), trois

phylogénies de trois phylums d’archées et enfin la phylogénie de 36 cyanobactéries

utilisée abondamment dans le contexte de l’étude des transfert horizontaux de

gènes (Szöllősi et al., 2012; Szöllősi et al., 2013; Szöllősi et al., 2013; Szöllősi

et al., 2015; Davín et al., 2018; Morel et al., 2019; Szöllősi et al., 2021).

L’application de la méthode à des données empiriques a révélé plusieurs

limitations et problèmes.

La première est que le nombre des transferts partant des branches n’était pas

ou peu corrélée à la longueur des branches de l’arbre phylogénétique, alors même

que cette corrélation était à la base de la méthode envisagée de détection des

groupes fantômes (voir chapitre 5). Cette absence de corrélation est bien illustrée

dans les données des Rhizobiales (Figure 6.2). Le nombre de transferts partant

des branches courtes (à gauche dans le graphique) est très variable, et c’est même

une des branches les plus courtes qui présente la plus grande quantité de

transferts. Cette absence de corrélation n’est pas surprenante a posteriori. Rien ne

laisse supposer que les évènement de transferts soient répartis de façon homogène,

on sait par exemple qu’il existe des autoroutes de transfert préférentielles entre

certaines organismes ou groupes d’organisme (Beiko et al., 2005). De plus, on

utilise ici des arbres non datés, donc les longueurs des branches ne représentent

pas la durée d’existence d’une lignée mais seulement un taux de mutation.
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Figure 6.2 – Distribution des transferts chez les Rhizobiales. Le jeu de données des
Rhizobiales est composé de 426 familles de gènes universels. Comme dans le chapitre 5,
le graphique représente les nombre de transferts inféré par ALE partant d’une branche
en fonction de la longueur de cette branche. La droite rouge représente une régression
linéaire.

La seconde est que notre méthode repose sur un excès attendu du nombre de

transferts partant des branches supportant un groupe fantômes comparé aux

autres. Or, en comparant le nombre de transferts avant et après échantillonnage,

on a systématiquement observé que le nombre de transferts partant de la branche

supportant le groupe inconnu n’augmentait pas ou pas beaucoup après

échantillonnage. Dans certains cas on observait même l’inverse, une diminution

du nombre de transferts partant de la branche. Ces résultats inattendus suggèrent

que les transferts partant d’un groupe inconnu ne sont pas inférés comme partant

de la branche le soutenant après l’avoir retiré. Soit un scénario de réconciliation

alternatif existe qui explique la discordance entre l’arbre d’espèces et les arbres de

gènes. Soit ces transferts disparaissent tout simplement, ils ne sont plus inférés

par la réconciliation.

Cette dernière observation, non conformes à nos attentes d’après les simulations,

nous a poussé à nous questionner sur la capacité des méthodes de réconciliation

— et des méthodes de détection des flux de gènes en générale — à correctement

détecter les transferts en présence de lignées fantômes. C’est suite à ces résultats

que la direction de la thèse à été changée, pour se concentrer non plus sur la

détection de la biodiversité inconnue mais sur l’effet de celle-ci sur nos capacité
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à correctement détecter les flux de gènes.

6.3 Tester l’impact des lignées fantômes sur les

outils de réconciliation

Les résultats obtenus sur données empiriques (voir ci-dessus) nous poussent à

nous questionner sur la robustesse des outils de réconciliation face à la présence

d’espèces fantômes. Une suite évidente et immédiate de mon travail serait donc

d’évaluer l’impact des espèces fantômes sur la capacité des outils de réconciliation à

détecter précisément les transferts horizontaux de gènes et à identifier correctement

les couples d’organismes donneurs et receveurs. Plusieurs résultats suggèrent qu’une

part non négligeable des transferts inférés par ces méthodes serait incorrecte. Abby

et al. (2010) ont montré, par le biais de simulations (sans espèces fantômes), que

les outils de réconciliation détectent en général le nombre correct d’évènements

de transferts (aussi observé avec le modèle ODT implémenté dans ALE Szöllősi

et al., 2012) mais que l’identification des donneurs et receveurs est, elle, bien moins

précise. Par la suite, Chauve et al. (2017) ont développé une méthode permettant de

filtrer les résultats de réconciliation calculées par ALE pour conserver le scénario

de transferts avec la cohérence temporelle maximale. Cette méthode est utilisée

pour ordonner de façon relative les nœuds des arbres phylogénétiques d’espèces.

Leurs résultats suggèrent là encore que pour maximiser les contraintes temporelles

induites pas les transferts, entre 5% et 20% des transferts doivent être supprimés.

Les outils de réconciliation sont encore assez nouveaux et leur utilisation assez

peu répandue. Peu d’études ont été conduites pour évaluer leur capacité à

réellement identifier des évènements correctes et, à ma connaissance, seulement

deux intègrent des espèces fantômes : Chauve et al. (2017), qui simulent de

l’échantillonnage, et Weiner and Bansal (2021) qui utilisent Zombi (Davín et al.,

2020) pour simuler de l’extinction. Dans le cadre ma thèse, j’ai eu l’opportunité

de co-encadrer, avec mes encadrants, Syrine Benali une stagiaire de Master 2.

Pendant son stage, elle a exploré l’effet de l’échantillonnage sur les capacités

d’identification correcte des donneurs et des receveurs d’un transfert avec ALE.

Avec Zombi un génome de 100 gènes a été simulé le long des branches d’un

arbre de 160 feuilles. Une première réconciliation a été calculée sur chacun des

100 arbres de gènes. Ensuite, 45 espèces ont été sélectionnées aléatoirement et
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supprimées de l’arbre d’espèces et des arbres de gènes, pour simuler des espèces

inconnues. Une seconde réconciliation a alors été calculée entre l’arbre d’espèces

réduit et les arbres de gènes réduits. Pour chaque famille de gènes, on a ensuite

comparé les prédiction des donneurs et receveurs de transferts avant et après

échantillonnage et regardé si ces prédictions étaient en accord. Dans la figure 6.3,

chaque point représente un transfert inféré par ALE avant et après avoir

supprimé (échantillonné) des espèces (160 feuilles en abscisse contre 115 feuilles

en ordonnée). Tous les points qui dévient de la bissectrice sont des transferts dont

le score varie avant et après l’échantillonnage. On observe qu’un grand nombre de

transferts se retrouvent soit sur l’axe des abscisses soit sur l’axe de ordonnées, ce

qui correspond soit à des transferts qui ont disparu après échantillonnage soit qui

sont apparus après échantillonnage. Ainsi, l’échantillonnage fait beaucoup varier

les transferts inférés par la réconciliation avec ALE. Ces résultats préliminaires

suggèrent que le nombre d’espèces fantômes (ici échantillonnées) influe beaucoup

sur la capacité à correctement identifier les donneurs et les receveurs.
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Figure 6.3 – Représentation des scores de transfert inféré par ALE avant
échantillonnage dans un arbre de 160 feuilles (abscisse) et après échantillonnage dans
un arbre de 115 feuilles (ordonnée). Chaque point du graphique représente un événement
de transfert. Si un point est sur la bissectrice du graphique alors les scores du transfert
inféré avant l’échantillonnage (abscisse) et après échantillonnage (ordonnée) sont les
mêmes. Les points sur l’axe des abscisses représentent les transferts inférés avant
l’échantillonnage et qui ont disparu après l’échantillonnage. Inversement les points sur
l’axe des ordonnées représentent les transferts absents avant l’échantillonnage mais qui
ont été inférés après l’échantillonnage.

Ce sont ici des résultats préliminaires qui nécessitent plus de contrôle et

d’analyse pour être validés et comprendre comment les réconciliations sont

affectées par les espèces fantômes. Il serait donc intéressant de poursuivre ces

travaux et les étendre à un plus large panel d’outils de réconciliations, et pas

seulement ALE. Et de tester l’impact de la taille des arbres d’espèces, de

l’échantillonnage et de la quantité d’espèces éteintes sur les capacité des outils de

réconciliations à correctement détecter les évènements de duplications, de

transferts et de pertes de gènes. De tels travaux apporteraient des précisions sur

les limites de ces outils ainsi que sur des pistes possibles d’améliorations.
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6.4 Le casse tête de la détection des flux de gènes

Mes travaux pendant cette thèse ont très majoritairement consisté à simuler des

scénarios de flux de gènes. Ainsi j’ai toujours eu une connaissance des vrais scénarios

de flux de gènes, leur provenance véritable et les vrais receveurs. Cependant la

détection des flux de gènes est une tâche très complexe. Les événement de flux

inférés par les différentes méthodes varient considérablement.

En règle générale, les méthodes paramétriques sont relativement peu précises

et sont sujettes à un grand nombre de faux positifs (Friedman and Ely, 2012).

Prenons par exemple les méthodes qui utilisent le taux de GC (voir la section

1.2.1). Une des limitates de ces méthodes est que non seulement le taux de GC

est variable entre individus, mais il l’est aussi tout le long de l’ADN (Bohlin

et al., 2010), ce qui limite la sensibilité de la détection de flux de gènes par ces

outils. Une autre limite est qu’on ne peut détecter que des transferts depuis des

organismes ayant des taux de GC assez éloignés pour avoir un signal, ce qui est

d’autant moins probable que les transferts ont lieu vers des espèces qui seraient

phylogénétiquement proches. De plus, une limitation importante des méthodes

paramétriques est qu’elles ne réussissent pas à détecter les flux de gènes trop

anciens car les séquences transférées de longue date vont être sujettes aux mêmes

forces évolutives que le reste du génome (Lawrence and Ochman, 1997), et vont

voir leurs composition tendre vers celles du génome hôte.

Les méthodes phylogénétiques ne sont pas sans défaut non plus. Ces méthodes

nécessitent de connaître les vraies topologies des arbres d’espèces et de gènes pour

réussir à détecter précisément des évènements de flux de gènes, or dans bien des

cas, il existe de fortes incertitudes. Par exemple, dans le cas du complexe des

Anopheles gambiae (Fontaine et al., 2015), la quantité d’introgression entre les

espèces composants ce clade brouille le signal phylogénétique et entrave la

reconstruction d’un arbre d’espèces précis. Une phylogénie d’espèce erronée est

donc une mauvaise référence pour évaluer si des flux de gènes ont impacté

l’évolution des lignées. De la même façon, les erreurs dans la reconstruction de

l’histoire des gènes vont entraîner la détection de transferts simplement parce que

la topologie est erronée et pas parce que des discordances entre les histoires

évolutives des espèces et des gènes existent. ALE tente de résoudre ce problème

en calculant les réconciliations sur des échantillons d’arbre d’espèces généré par

des méthodes bayésiennes et va ainsi prendre en compte cette incertitude pour
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identifier les flux de gènes.

Une dernière limitation des méthodes phylogénétiques, qui n’est pas un biais

méthodologique, est que les discordances entre les arbres de gènes et d’espèces

peuvent provenir d’autres évènements biologiques que des transferts. On peut

citer les paralogies cachées qui peuvent produire des topologies discordantes par

l’enchaînement d’évènements de duplication et de perte de gènes. La comparaison

de ces topologies à celle de l’arbre d’espèces peut aboutir à l’inférence érronée de

flux de gènes (Devos et al., 2012). De la même façon, un excès d’ILS peut aussi

brouiller l’interprétation de tests, comme le test ABBA-BABA. Ces excès peuvent

survenir suite à des histoires démographiques complexes (comme des phénomènes

de goulet d’étranglement) (Martin et al., 2015; Lawson et al., 2018).

La validation de ces méthodes de détection se fait souvent par le biais

d’analyses comparatives, reposant sur des simulations. Cependant ces simulations

sont souvent simplistes, à l’instar de celles que nous avons réalisées dans cette

thèse. Simuler des scénarios de flux de gènes réalistes n’est pas trivial. La

véritable fréquence et la distribution des flux de gènes dans le vivant est encore

grandement méconnue ce qui rend difficile l’estimation des taux de transfert a

utiliser pour des simulations. Bien que ce soit une méthode imparfaite, la

simulation de donnée est malgré tout la meilleure approche à notre disposition

pour tester la robustesse des méthodes de détection de flux.

6.5 Simuler l’inconnu

L’utilisation quasi exclusive de simulations dans mon travail soulève aussi des

questions quant à la pertinence de leur utilisation. Si on prend l’exemple de la

détection des flux de gènes, on va vouloir tester la capacité d’une méthode a

correctement détecter les flux sur des simulations ad hoc, c’est-à-dire des

simulations faites dans le seul but de la tester. C’est par exemple le cas du logiciel

Zombi qui a été conçu dans l’optique de prendre en compte les transferts qui

proviennent de lignées fantômes pour tester notre capacité à détecter de tels

évènements. Dans cette situation certains éléments de la méthode sont

inévitablement intégrés dans le simulateur, qui est alors susceptible de ne générer

que des instances faciles pour cette méthode et n’a aucune chance d’atteindre la

complexité des données réelles. Encore une fois, Zombi a été développé par des
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utilisateurs de l’outil de réconciliation ALE. Mais même lorsque les simulations

sont basées sur un logiciel général qui n’a pas été conçu pour une étude spécifique

(Dalquen et al., 2012; Sjöstrand et al., 2013; Arenas and Posada, 2014; Mallo

et al., 2016), certains principes sous-jacents importants demeurent, partagés entre

les méthodes de simulation et d’inférence simplement parce qu’ils sont largement

acceptés (souvent implicitement) dans la communauté bioinformatique. Par

exemple, ne simuler que des espèces vivantes décrites, celles qu’on observe, alors

que les espèces fantômes sont ignorées et non simulées. Dans une telle situation,

les méthodes ne sont testées que dans un monde conçu pour elles, ce qui n’évalue

pas leur efficacité dans le monde réel.

6.6 Conclusion

Pour conclure, j’ai souligné dans cette thèse l’importance de prendre en

compte les espèces fantômes pour l’étude des flux de gènes. J’ai montré l’impact

de la biodiversité fantôme sur nos capacités à détecter ces flux entre organismes,

mais aussi proposé d’exploiter ce signal pour l’exploration de la biodiversité

inconnue. Ces travaux représentent une des premières contributions (au côté de

Szöllősi et al. (2015); Davín et al. (2018); Martin Kuhlwilm (2020); Ottenburghs

(2020)) au changement de mentalité de la communauté scientifique sur

l’importance de la biodiversité fantôme.
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Durant les trois années de ma thèse, j’ai été amené à collaborer avec plusieurs

collègues et à mettre mes compétences en phylogénie et en analyse de données au

profit d’autres projets. Je présente ici brièvement ces collaborations et les articles

ou résultats qui en ont été issus.

7.1 Étude de l’évolution de la taille des génomes

chez les drosophiles

Ce projet est porté par Annabelle Haudry et en collaboration avec deux anciens

doctorants du LBBE, Vincent Merel et Thibault Latrille (maintenant tous les deux

en postDoc à Lausanne en Suisse). Il porte sur l’évolution de la taille des génomes

des drosophiles, qui semble être fortement influencée par le contenu en éléments

transposables, et la taille efficace des populations. Pour ce projet j’ai reconstruit la

phylogénie de 82 lignées de drosophiles (Figure 7.1). Cette phylogénie a été utilisé

pour comparer la taille des génomes et leurs composition en éléments transposables.

Un article est actuellement en préparation par Vincent et Annabelle.
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Figure 7.1 – Phylogénie de 82 Drosophiles. La tailles des différents génomes est
représenté au centre. Le contenu en éléments transposables est résumé à droite pour
chaque génomes.
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7.2 Étude de l’évolution des Cannabaceae

Ce projet cannabis/houblon s’inscrit dans la thèse de Djivan Prentout un

doctorant du LBBE. Djivan travaille sur l’évolution des chromosomes sexuels chez

les plantes. Il a aussi le sujet de thèse le plus sexy depuis l’invention de la science

puisqu’il a travaillé sur le sexe chez Cannabis sativa, Humulus lupulus ou encore

Vitis vinifera (Cannabis, Bière et Vin). Cette collaboration a été rendue possible

grâce (à cause ?) du Coronavirus qui a grandement vidé le LBBE pendant l’été

2020. Le projet en question portait sur la description d’une vieille paire de

chromosomes sexuels homologues entre deux espèces qui ont divergé il y a plus de

20 millions d’années, à savoir, Cannabis sativa et Humulus lupulus.

J’ai eu pour tache de reconstruire les arbres phylogénétiques des gènes,

précédemment identifiés par Djivan comme étant liés au sexe chez le cannabis et

le houblon (Figure 7.2). Ce travail s’est conclu par la rédaction d’un article par

Djivan "Plant genera Cannabis and Humulus share the same pair of well

differentiated sex chromosomes" publié dans la revue New Phytologist (Prentout

et al., 2021). L’article complet est accessible à :

https ://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/nph.17456.
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Figure 7.2 – Phylogénie en maximum de vraisemblance d’une famille de gène de
Cannabaceae.

7.3 Une méthode de détection de flux de gènes

pour étudier l’histoire évolutive des langues

J’ai mené un autre projet pendant la crise du Coronavirus. En février 2020,

Dan Dediu (laboratoire Dynamique Du Langage, Université Lyon 2) à donné un

séminaire au LBBE intitulé "Language and speech are evolutionary systems : the
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influence of our own biology on language evolution and diversity". Pour

comprendre et construire l’histoire des langues, de nombreux auteurs se sont

inspirés des méthodes de la biologie évolutive. En particulier la reconstruction

sous la forme d’arbre, comme l’arbre du vivant. En 2016, Gerhard Jäger et Søren

Wichmann ont proposé un arbre global des langues et trouvent des preuves que

les familles linguistiques du monde entier sont liées les unes aux autres de manière

géographiquement cohérente, se regroupant en continents et reflétant même des

événements assez spécifiques de l’histoire humaine. Plusieurs autres travaux ont

été menés pour reconstruire des arbres des différentes langues et dialectes (Serva

and Petroni, 2008; Kolipakam et al., 2018). De plus, l’emprunt lexical (lexical

borrowings) est un aspect primordial à l’évolution des langues (Pasquini and

Serva, 2019). Ce phénomène s’apparente à un transfert horizontal de traits

linguistiques d’une langue à une autre. L’idée est d’utiliser les méthodes de

détection des flux de gènes et de les appliquer aux données linguistiques pour

tenter d’identifier des évènements de transferts horizontaux entre les langues. Il

est à noter que l’utilisation des arbres pour représenter l’évolution des langues est

un sujet très sensible dans la communauté des linguistes. Beaucoup sont contre

l’idée de représenter l’évolution des langues sous la forme d’un arbre et la notion

qu’elle implique d’une origine unique de toutes les langues. Nous avons néanmoins

travaillé avec Dan Dediu et Marc Tang (à l’époque en post-Doc, désormais CR

CNRS au Muséum National d’Histoire Naturelle) pour tenter d’appliquer le test

ABBA-BABA sur des données de langues.

Les traits linguistiques sont classé dans 3 catégories : lexique, phonologie,

morphosyntaxe. Chacun des ces traits peuvent être résumés sous la forme de

"cognate" binaires représentant la présence ou l’absence du trait dans les langue

considérées. Prenons un trait lexical par exemple, c’est-à-dire que pour un "mot",

on liste les origines pour les résumer en une variable qualitative. Pour les mots

avec le sens de "TOUT" (la notion d’ensemble), le français et l’italien ont la même

origine latine et l’anglais et l’allemand une origine Proto-Germanic 7.4. Du coup

français et anglais on le même ’cognate’, et cette variable est ensuite changée en

variable binaire. Cette variable binaire peut être lu comme un motif ABBA ou

BABA si il y a eu échange de trait.
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Figure 7.3 – Comment passer d’un mot à un motif ABBA-BABA. La notion de "Tout"
est transformé en cognate. Le français et l’italien partage la même origine, "tout" et
"tutto" du latin "tottus", cognate 1. Alors que le "all" anglais est "alle" allemand ont une
origine proto-germanique, cognate 2. Ces deux cognates peuvent être résumés en traits
binaires "1001" et "0110", très similaire au motif ABBA utilisé par la statistique-D.

Pour valider la méthode, j’ai tenté de retrouver le contact, ou échange, lexical

entre le français et l’anglais. L’arbre de quatre langue utilisé est composé de

l’allemand, du français, de l’anglais et en groupe extérieur l’albanais avec la

topologie représentée dans la figure 7.4. Une statistique-D a été calculée pour

chaque catégorie de trait ainsi que pour l’ensemble de 783 traits disponibles. Un

test binomial est utilisé pour tester si la statistique-D est significative. Le seul D

significativement différent de zéro est celui calculé sur les traits Lexicon (Figure

7.4), ce qui suggère bien un échange de traits lexicaux entre le français et

l’anglais. Il ne semble pas y avoir de trace d’échange dans les autres catégories de

traits. De façon plus surprenante lorsque tous les traits sont utilisé pour calculer

le D alors on ne retrouve plus de flux entre les langues. Il est difficile de dire si ce

qu’on détecte ici (ou ne détecte pas) est véritablement représentatif de l’histoire.

La très faible quantité des traits, seulement 783, ne permet pas un calcul très

robuste, surtout que seuls 50 traits sont sous la forme ABBA ou BABA.

Néanmoins pour nos collaborateurs linguistes, ces résultats étaient très

encourageants. Notre collaboration n’a pas continué après le premier confinement

dû au COVID et par manque de temps, mais il serait intéressant de pouvoir

continuer ce projet assez hors du commun et peut être détecter des flux de traits

linguistiques encore inconnus. Ce projet est en pause actuellement. Marc Tang

ayant changé de laboratoire, il est possible que le projet ne reprenne jamais.
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Figure 7.4 – Topologies d’un quartet de langues composé de l’allemand, du français, de
l’anglais et de l’albanais. La table résume la quantité de données disponible pour chaque
catégorie de trait, ainsi que le nombre de cognates qui ont pu être résumé en motif de
type ABBA et BABA. Pour chaque catégorie, une statistique-D a été calculée et un test
binomial utilisé pour tester si le D est significativement diffèrent de zéro (seuil de 0.05).
Enfin une dernière statistique-D a été calculé sur l’ensemble des donnés.

7.4 Impact de la distribution du taux de

recombinaison à fine échelle sur la

dynamique du paysage régulateur chez les

carnivores.

Ce projet canidés s’inscrit dans la thèse de Julien Joseph, doctorant de

deuxième année au LBBE, sous la direction de Laurent Duret. L’ensemble du

projet a été pensé par Julien, avec pour but premier de travailler avec un grand

groupe de doctorant du LBBE et comme but secondaire t’étudier les paysages de

recombinaison chez les carnivores.

La perte de PRDM9 chez les canidés a entraîné une stabilisation des points
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chauds de recombinaison, et donc une accumulation de substitution vers GC dans

ces points chauds. Ces points chauds se sont enrichis en dinucléotides CpG, et

sont reconnus par les algorithmes cherchant à détecter des îlots CpGs. Il a été

montré que les dinucléotides CpG (methylés ou pas) avaient des rôles complexes

dans la régulation de l’expression des gènes. Nous cherchons donc à quantifier les

gains/pertes d’îlots CpGs le long de la phylogénie des carnivores en voyant si l’on

obtient des différences entre les canidés d’une part, et les félidés et les phocidés

qui ont toujours un PRDM9 fonctionnel et donc des points chauds instables, de

l’autre. L’attendu étant que chez les canidés les gains soient plus importants, et

les pertes plus faibles que chez les Félidés et les Phocidés. Une deuxième étape

serait d’explorer si il existe une corrélation entre l’évolution de ces séquences et

l’évolution de l’expression des gènes qui se situent au voisinage.

Dans ce projet, mon rôle a été de reconstruire la phylogénie de 19 génomes de

carnivores. Il m’a fallu pour cela annoter ou ré-annoter 5 génomes de carnivores.

Pour la reconstruction phylogénétique j’ai utilisé les alignements de 1655 familles de

gènes universel et unicopies. La topologie de l’arbre est globalement concordante

avec celles qu’on peut trouver dans la littérature. Le branchement de Otocyon

megalotis (Renard à oreilles de chauve-souris) comme espèces frère des Canini

(tribu de carnivores caniformes composée des chiens et des loups) ne correspond

pas à ce qui peut être observé dans d’autre étude. Il est généralement retrouvé

entre les Vulpes et Nyctereutes procyonoides. Ce projet est toujours en cours et

devrait mener à la publication d’un article par Julien.

Figure 7.5 – Phylogenie des carnivores reconstruite avec 1655 marqueur universel et
unicopies. Les ronds pourpres représentent un support bootstraps de 100. Les branches
rouges représentent le groupe des canidés, en bleu les phocidés et en vert les félidés.
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